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Beitrage zur Kenntnis der Hefeasparaginase. 


Von 
Daizi Hiwatasi. 
WE K X) 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen 


Fakultét der Kaiserlichen Tohoku-Universitit, Sendai. 
Direltor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


Bei den Digestionsversuchen mit Asparagin unter Mitwirkung 
der autolysierten Hefe haben v. Fiirth und Friedmann (1910)" 
eine deutliche Abspaltung des Ammoniakstickstoffs festgestellt, der 
einmal etwa 3/4 des im zugesetzten Asparagin enthaltenen A midstick- 
stoffs entspricht. Sie haben auch darauf hingewiesen, dass das den 
Amidstickstoff des Asparagins abspaltende Ferment demjenigen des 
Acetamids gegeniiber ebenso unwirksam war, wie gegeniiber dem 
Aminosiiurestickstoff des Alanins, da analoge Versuche mit Alanin und 
Acetamid nur minimale Ammoniakbildung ergaben. 

Dieses Asparagin desamidierende Ferment, das zuerst Lang 
(1904)® in Rindsorganen wie Leber aufgefunden hatte, wurde weiter 
von Kurono (1912)® auch in Hefe bestiitigt. Darauf wurde das syste- 
matische Studium der Hefeasparaginase von Geddes und Hunter 
(1928)” in Angriff genommen. Nach der Beobachtung dieser Forscher 
war der Wasser- oder Glycerinextrakt, der nach Aufbewahrung der 
frischen Hefe mit diesen Solvenzien unter Toluol im Eisschrank berei- 
tet wurde, nur sehr schwach wirksam und da eine stark wirksame As- 
paraginase nur durch Extraktion der gut zermahlenen Hefezellen mit 
Glycerin- Wasser erhalten werden konnte, haben sie auf die Rolle der 
Zerstérung der Hefezelle hingewiesen. Der Optimalbereich der Hefe- 
asparaginase in diesem Extrakt liegt nach ihnen bei pH 7,9-8,1 und 
die Wirkung erstreckte sich noch in Breite von pH 5,5 bis pH 10,3. 
Auch war die Hefeasparaginase sehr empfindlich gegeniiber Hitze, in- 
dem z. B. nach Aufbewahrung bei 37°C wiihrend 20 Stunden die Hiilf- 
te der Aktivitit der Safranin-Fillung der Hefeasparaginase verloren 
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ging und nach Erhitzen bei 55°C die vollstiindige Inaktivierung ein- 
trat. Bei der Trocknung mit kaltem Aceton oder Alkohol sollte die 
Hefeasparaginase inaktiviert werden. In analogen Versuchen mit 
Rinderleber haben sie auch die Asparaginaseaktivitit in Trockenpri- 
paraten vermisst, wiihrend der Glycerinextrakt der Leber die Aktivitiit 
zeigte. 

Nachdem Verf. sich mit den systematischen Untersuchungen iiber 
die Gewebesamidase bzw. Asparaginase schon beschiiftigt hatte, 
kommt hier nun die Hefeasparaginase zur vergleichenden Betrach- 
tung. Als Versuchsmaterial kam die Presshefe in Betracht und die 
Versuche wurden unter den Bedingungen angestellt, wie schon in der 
vorigen Abhandlung (1941) beschrieben ist, das abgespaltene Ammo- 
niak im ganzen Digestat nach Folin ermittelt und die Werte des 
Siiureverbrauchs zum Neutralisieren des Ainmoniaks nach Korrektur 
des Leerwertes in ccm 0,02 n-H,SO, ausgedruckt. In der vorliegenden 
Arbeit wurde die Aktivitiit des Essigester-Autolysats gepriift, das 
schon in Versuchen betreffs der proteolytischen Enzyme von vielen 
Seiten studiert wurde. Im Essigester-Autolysat, das vom Riickstand 
durch Zentrifugieren getrennt wurde, aber hat man die Asparaginase- 
Aktivitiit vermisst, wiihrend die Wirkung im Autolysatriickstand er- 
halten blieb (Tabelle I). Die Optimalreaktion der Asparaginase der 
Suspension des Autolysat-Riickstands liegt bei pH 7,5 (baw. 7,5-8,0), 
mit steilem Abfall nach der sauren Seite und mit allmihlichem nach 
der alkalischen Seite, ebenso wie diejenige der Tierasparaginase (Ta- 
belle II). 

Bei den Resistenzversuchen ergab es sich, dass die Hefeaspara- 
ginase leicht durch die Siiurewirkung wie bei pH 2,0-4,0 (30 Min.) 
eingebiisst wurde, wiihrend sie bei pH 9,6 gut erhalten blieb, wie die 
Ergebnisse in Tabelle III zeigen. 

Durch Behandeln mit Aceton und Ather konnte Verf. aktives 
Trocken-Priiparat der Hefeasparaginase darstellen, die die giinstigste 
Reaktion von pH 7,5 (baw. 7,5-8,5) fiir Ammoniakbildung zeigte (Ta- 
belle IV). 

Hier sei eine interessante Beobachtung angefiihrt; bei der Auf- 
bewahrung der Hefesuspension bei pH 5,0 oder bei pH 8,0in Raumtem- 
peratur nahm die Aktivitiit der Suspension schon nach 24 Stunden zu, 
indem die Zunahme bei pH 8,0 lang erhalten blieb, die bei pH 5,0 aber 
nach 72 Stunden etwas abzunehmen schien (Tabelle V). Man muss 
hier wohl entweder auf eine weitere Ausliésung des Enzyms, das in der 
Desmoform fest in Zellen erhalten blieb, in Lisung durch autolytische 
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Vorgiinge der Hefezellen oder auf irgend eine Aktivierung desselben 
bei der Aufbewahrung Riicksicht nehmen. In den weiteren Versuchen 
wurde beobachtet, dass der Autolysat-Riickstand, der im Wasser in 
Raumtemperatur aufbewahrt und dann von der Fliissigkeit durch Ab- 
schleudern getrennt wurde, nach 9 Tagen eine Abnahme der Aspara- 
ginase-Aktivitiit zeigte, wiihrend in der Suspensionsfliissigkeit, die 
yom Riickstand durch Zentrifugieren befreit wurde und sofort nach der 
Herstellung der Suspension keine Asparaginase-Wirkung entfalten 
konnte, die Asparaginase-Aktivitiit in 24-72 Stunden nach der Auf- 
bewahrung auftreten konnte (Tabelle VI). Diese Aktivitiit deckt den 
Wert der Riickstandaktivitiit, nahm aber nach 9 Tagen in deutlichem 
Grad ab und ging nach 20 Tagen fast ganz verloren. 

Auf Grund dieser Beobachtung diirfte man wohl vermuten, dass 
die Hefeasparaginase, die in der Hauptsache in der Zellsubstanz fest 
erhalten ist, bei der Autolyse (Aufbewahrung) in Lisung sich frei ma- 
chen kann, mit der Zeit aber in diesem gelisten Zustande wieder zer- 
stért wird, wiihrend die in Zellsubstanz erhaltene ihre Wirkung liinge- 
re Zeit entfalten kann, da sie in diesem Zustand allmiihlich zerstirt 
wird. 

Zuletzt wurde weiter die Spezifitiit des Hefeenzyms untersucht, 
indem einige Amide gepriift wurden. Nach Geddes und Hunter 
(1928)” wurde auch die Hydrolyse des Glutamins durch Hefeenzym be- 
firdert, wiihrend die anderen versuchten Siiureamide, wie Acetamid, 
Oxamid, Succinamid, Propionamid, Valerianamid, Salicylamid durch 
Hefeenzym nicht angegriffen werden konnten; also sollte die desami- 
dierende Wirkung der Hefe nur auf Asparagin und Glutamin besch- 
rinkt sein. Uber die Spezifitiit der Hefeasparaginase haben ferner 
Grassmannund Mayr (1933) berichtet, dass die Asparaginderivate, 
wie Acyl- und Aminoacylasparagin, Oxyasparagine, ¢-Asparagin und 
Bernsteinsiiuremonoamid gar nicht durch Hefeenzym hydrolysiert 
wurden. Unter den hier versuchten Amiden wurden nur Benzamid und 
Phenylessigsiiureamid durch den Autolysat-Riickstand angegriffen, 
nicht aber durch die Autolysat-Fliissigkeit. Im Trockenpulver der 
Hefe, das noch Asparagin hydrolysieren konnte, wurde die Amidase- 
Wirkung vermisst. Auf Grund dieser Ergebnisse kann man auch die 
spezifische Wirkung der Hefeasparaginase annehmen. 
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Versuchsteil. 


Tabelle I. 
Asparaginasewirkung des Hefeautolysats und des Autolysatsriickstands, 


Enzym: Die frische Presshefe wurde mit einzehntel Volumen Essigester unter 
starkem Umriihren autolysiert, mit 25?2iger Sodalésung neutralisiert und zentrifugiert. 
Die abzentrifugierte obere Fliissigkeit wurde als Enzym A gebraucht. Den abgesetzten 
Riickstand hat man zweimal mit Wasser gewaschen, abgeschleudert und mit Wasser 
auf die originale Volummenge gebracht; diese Suspension wurde als Enzym B gepriift. 

Versuchsansatz: 1cem 0,1 Mol-Asparaginlésung + 2 ecem Enzym + 10 ccm Phos- 
phatpufferlésung von pH 7,5 + Toluol; digeriert bei 37°C 24 Std. lang. 

Kontrolle mit Enzympuffer ohne Substrat. Ammoniakbestimmung nach Folin. 
Die Kontrollwerte sind von denjenigen des Hauptversuchs abgezogen und diese korri- 
gierten Werte des Siureverbrauchs im Hauptversuch in cem 0,02 n-H,SO, in Tabelle an- 
gegeben. 

Ein Betrag von 5 cem Siiureverbrauch entspricht einer 100?2igen Hydrolyse des 
Asparagins, falls 1 eem 0,1 Mol-Asparaginliésung digeriert wurde. 


| Saureverbrauch (cem 0,02 n-H.SO,) 


I 


A Autolysat-Fliissigkeit | 0 | 0 


Autolysat-Riickstand 3,95 3,60 


Tabelle IL. 
Optimal-pH der Hefeasparaginase. 


Enzym: Ebenso wie in Tabelle I. 

Versuchsansatz: 2cem 0,1 Mol-Asparaginlisung + 2 cem Enzymlisung + 10 cem 
Phosphatpufferlésung von verschiedenen pH-Werten + Toluol; digeriert bei 37°C. 

Kontrolle mit Enzympuffer ohne Substrat. Ammoniakbestimmung nach Folin, 
Die korrigierten Werte des Siureverbrauchs angegeben. 


Siureverbrauch (cem 0,02 n-H,SO,) 


A Autolysat-Fliissigkeit Autolysat-Riickstand 
_ (87°C 24 Std.) (37°C 10 Std.) 


4,45 


8,5 0 4,75 
8,0 0 5,00 
7,5 0 5,10 
7,0 0 4,70 


9 65 
2,65 


Tabelle 
Sdureinaktivicrung der Hefeasparaginase (Autolysat-Riickstand }. 


2 cem Enzym B in Tabelle I wurden mit Sodalisung oder mit Salz- 


Enzymloésung: 
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sure bei dem angegebenen pH eingestellt, 30 Min. lang in Raumtemperatur aufbewahrt 
und dann auf seine Aktivitaét hin gepriift, nachdem der Ansatz neutralisiert wurde. 

Versuchsansatz: 1 cem 0,1 Mol-Asparaginlésung + 10 cem Phosphatpuffer von 
pH 7,5 + 2 cem behandelter Enzymlésung + Toluol; digeriert bei 37°C 24 Std. lang. 
Ammoniakbestimmung. Siureverbrauch korrigiert. 


pH | 2,0 4,0 | 6,0 7,5 9,6 


Siureverbrauch (cem 0,02 n-H,SO,) | 0 | 0 


Tabelle IV. 


Asparaginaseaktivitdt der trocknen Hefe. 


Die Presshefe wurde mit Aceton und Ather in der schon angegebenen Weise ge- 
trocknet und diese trockne Hefe auf ihre Aktivitit in 0,2 g Pulver hin gepriift. 

Versuchsansatz fiir Aktivititpriifung: 1 cem 0,1 Mol-Asparaginlésung + 0,2 ¢ 
Enzympulver + 10 cem Phosphatpufferlésung von pH 7,5 + Toluol; digeriert bei 37°C 
wihrend 24 Stunden; Siiureverbrauch (Ammoniak-Bestimmung nach Folin) a (1.-XI 
1940) 4,05 eem und b (5.-X1 1940) 3,20 cem. Mit diesem aktiven trocknen Priiparat hat 
man hier das Optimal-pH der trocknen Hefe untersucht. 

Versuchsansatz fiir Hauptversuch: 2 ecem 0,1 Mol-Asparaginlésung + 0,2 ¢ En- 
zympulver + 10cem Phosphatpufferlésung von verschiedenen pH-Werten + Toluol; 
digeriert bei 37°C 14 Stunden lang. Die jeden Kontrollwerte abgezogen und die korri- 


gierten Werte angegeben. 


Saureverbrauch (cem 0,02 n-H,SO,) 


Trockenhefe 


6,0 


a (1./X1 1940) 1,10 4,05 | 4,85 | 4,80 4,80 3,65 3,60 


b 


(5./XI 1940) 0,95 3,15 | 3,55 3,35 | 3,35 3,25 3,10 


Tabelle V. 


Asparaginase-Aktivitdt der bei pH 8,0 oder bet pH 5,0 in Raumtemperatur 
aufbewahrten Hefesuspension. 


Enzymlisung: Aus der Presshefe-Suspension, die 1 Teil Presshefe und die gleiche 
Volummenge Wasser enthielt und unter Einstellung bei pH 8,0 (mittels Sodaliésung) oder 
bei pIl 5,0 (mittels Essigsiiure) wihrend verschiedener Stunden bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt wurde, hat man je 2 cem abpipettiert und in Versuchen gebraucht. 

Versuchsansatz: 1 cem 0,1 Mol-Asparaginlésung + 2 cem aufbewahrter Hefe- 
suspension + 10 eem Phosphatpufferliésung (pH 7,5); digeriert bei 37°C 24 Std. lang. 
Siiureverbrauch korrigiert. 


Ammoniakbestimmung. 


| on | 
2,25 2,95 2,20 
pH 
= 70 | 7,6 | 80 | 85 | 9,0 | 9,5 e 
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Saureverbrauch (ccm 0,02 n-H,SO,) 


Versuche §Aufbewahrung | | Aufbewahrungszeit 


24 Std. | 48 Std. | 72Std. | 96 Sta. 


bei pH 8,0 ; 4,30 4.60 


bei pH 5,0 


bei pH 8,0 


bei pH 5,0 


Tabelle VI. 


Loslisung der Asparaginase in Wasser bei der Aufbewahrung des 
Autolysat-Riickstands mit Wasser. 


Die gewaschene Presshefe wurde mit einzehntel Teil Essigester unter Umriihrung 
autolysiert, dann mit 25¢Ziger Soda-Lésung neutralisiert und abgeschleudert. Der ab- 
zentrifugierte Riickstand wurde zweimal mit Wasser gewaschen und wieder zentrifu- 
giert; dieser gewaschene Riickstand mit Wasser auf die originale Volum-Menge bei der 
Autolyse erfiillt und diese Suspension unter Toluol bei Raumtemperatur verschiedene 
Tage lang aufbewahrt und dann wurde eine gewisse Menge Suspension fiir die Probe 
abpipettiert. Vor und nach der Aufbewahrung wurde die Aktivitit der Asparaginas> 
im Riickstand einerseits, der mit Wasser auf das originale Volum gebracht wurde, und 
in der Lisung anderseits gepriift, nachdem die aufbewahrte Suspension abzentrifugiert 
wurde. 

Versuchsansatz: 1 cem 0,1 Mol-Asparaginlisung + je 2 cem Zentrifugat oder 
Riickstand-Suspension + 10 ccm Phosphatpufferlisung von pH 7,5; Digestion bei 37 € 
24 Std. lang. Die korrigierten Werte in Tabelle angegeben. 


Siureverbrauch (ccm 0,02 n-H,SO,) 


| sofort 24 Std. 48 Std. 72 Std. | 9 Tage 15 Tage 20 Tage 


| 
Riickstand 55 4,50 4,60 4,45 3,3 3,05 


Lésung 4,30 4,45 4,30 1,00 0,35 


Tabelle VII. 
Hefeamidase des Autolysats (A) oder des Autolysat-Riickstands (B). 


Enzymlésung: Enzym A und B ebenso wie in Tabelle I. 
Versuchsansatz: 1 ccm 0,1 Mol-Substratlisung (oder mg Substratpulver) + 2 cem 
Enzymliésung -+ 10 cem Phosphatpufferlésung (pH = 7,5) + Toluol; Einwirkung bei 37 € 


72 Std. lang. Ammoniak-Bestimmung nach Folin. Siureverbrauch korrigiert. 


: : 
6 
| | 
sofort 
2,50 | 3,50 3,10 2,30 2,20 
2,85 4,40 4,60 4,55 445 
2 
2 
2,95 340 | 2,70 2,50 2,40 
| 
2,65 
pe 0,15 
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Siureverbrauch (ccm 0,02 n-H.SO,) 


Ensym | A (Autolysat) B_ (Autolysat-Riickstand) 


Versuche 


Substrate Ng a a b 


Acetamid (1 cem 0,1 Mol) 0 0 
Salicylamid (25 mg) 0 = = 

Benzamid (1 cem 0,1 Mol) 0 0,35 (72) 0,30 (622) 
Phenylessigsiureamid (25 mg) 0,45 (4,822) 0,40 (4,322) 


Asparagin (1 ecm 0,1 Mol) 0 4,00 = (8022) 4,05 (8122) - 


Tabelle VIII. 


Hefeamidase des Trockenprédparats. 


Enzympulver: Das trockne Hefe-Pulver in Tabelle IV gebraucht. 

Versuchsansatz: 1 cem 0,1 Mol-Substratlisung (oder mg Substratpulver) + 0,4 ¢ 
Enzympulver + 10 cem Phosphatpufferlésung (pH=7,5) + Toluol; bei 37°C 72 Std. 
lang. Ammoniakbestimmung nach Folin. Siureverbrauch korrigiert. 


Substrate Siiureverbrauch (cem 0,02 n-H,SO,) 


Benzamid (1 cem 0,1 Mol) 


Phenylessigsiiureamid (25 mg) 0 


Asparagin (1 cem 0,1 Mol) 


Zusammenfassung. 


1) In der abzentrifugierten Fliissigkeit des Hefeautolysats hat 
man die Asparaginaseaktivitiit vermisst, wiihrend im Riickstand des- 
selben die starke Aktivitiit erhalten blieb, die am giinstigsten bei pH 
7,5 (7,5-8,0) zutage trat und sehr empfindlich gegen Siiurewirkung bei 
pH 2-4, wie es schon bei der tierischen Gewebesasparaginase der Fall 
war. Hier konnte man auch die aktive Trockenhefe nach der Aceton- 
Ather Methode bereiten und ihre optimale Reaktion liegt auch bei pH 
7,5 (pH 7,5-8,5). 

2) Die Asparaginaseaktivitiit der Presshefe-Suspension nahm 
sich schon nach der 24stiindigen Aufbewahrung bei pH 5,0 oder bei pH 
8,0zu und die Zunahme bei pH8,0 blieb ziemlich lang erhalten (4 Tage); 
die bei 5,0 aber nahm mit der Zeit wieder ab. Bei der Aufbewahrung 
des Autolysat-Riickstands in Wasser bei Raumtemperatur trat die As- 
paraginaseaktivitiit in der abzentrifugierten Fliissigkeit zutage und sie 
verschwindet wieder mit der weiteren Aufbewahrungszeit, wiihrend 
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die Riickstandaktivitiét noch lang erhalten blieb und erst nach 9 Tagen 
allmihlich abzuschwiichen beginnt. Diese Erscheinung liisst sich wohl 
aus der Auslisung des Enzyms erkliiren, das in der Desmoform in Hefe- 
zellen fest erhalten ist und bei der Autolyse in Lisung losgeht. 

3) Das Hefeautolysat griff das Benzamid und das Phenylessig- 
siiureamid wie Asparagin an, wiihrend das Trockenpriiparat nur das 
Asparagin abspaltet, nicht aber Benzamid oder Phenylessigsiiureamid. 
Aus diesen Ergebnissen kann man wohl die spezifische Wirkung der 
Hefeasparaginase annehmen. 
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Die Analyse der Perioden im normalen Elektrenkephalogramm 
des Menschen. 


Von 
Kditi Motokawa, 
(A 


(Aus dem Zweiten Institut der Physiologie der Tohoku 
Kaiserlichen Universitit, Sendai. Vorstand : 
Prof. Dr. K. Motokawa.) 


Einleitung. 


Ich habe in meiner friiheren Arbeit» darauf hingewiesen, dass ab- 
gesehen von den wohl bekannten und schon eingehend analysierten «- 
und 3-Wellen, noch andere Rhythmen elektrischer Natur beim Zentral- 
nervensystem des Menschen nachweisbar sind, die sich in Schwankun- 
gender Amplitude der a- Wellen mehr oder weniger deutlich bemerkbar 
machen. Sie miissen jedoch erst einer eingehenden Analyse unter- 
worfen werden, damit man von ihrer Periodizitit im strengen Sinne 
sprechen darf. 

Es sei in dieser Beziehung bemerkt, dass man diesen Rhythmen 
gewisse physiologische Bedeutung zugeschrieben hat, z. B. versuchte 
Berger® die Periode von -etwa 2-5 Sek. mit der Aufmerksamkeits- 
schwankung der Versuchsperson, und Motokawa” die Perioden von 
etwa 8-15 Sek. mit periodischen Nachbildern in einen Zusammenhang 
zu bringen. 

In letzter Zeit hatte Herr Dr. T. Wakabayashi die Freundlich- 
keit, mich auf die Arbeit von Dr. T. Terada®, vorigem Prof. der 
Physik der Tokyo Kaiserlichen Universitit hinzuweisen. Er hat in 
dieser Arbeit mit verschiedenen Beispielen der Naturerscheinungen 
gezeigt, dass sich eine scheinbare Periode bei der Analyse der Schwan- 
kungserscheinungen geltend machen kann. Nachher haben sich F uji- 
whara, Takahasiund Masuyama® auch mit der Analyse verschie- 
dener Naturphiinomena beschiiftigt und sind zu dem Schluss gekom- 
men, dass die von Schostakowitch gefundenen Perioden in Na- 
turerscheinungen nichts anderes als scheinbare Perioden im Sinne 
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Teradas sein kénnen. 

Von diesem Standpunkte aus betrachtet sind die oben erliuterten 
Perioden der Amplitudenschwankung nicht ganz einwandfrei, so dass 
sie noch einmal einer genaueren Kritik unterworfen und mittels geeig- 
neter statistischer Methoden einwandfrei nachgepriift werden miissen. 


Versuchsmethoden und -ergebnisse. 


1. Ist der Amplitudenschwankung der a-Wellen kein 
selbstiindiger Rhythmus eigen ? 

In Anbetracht, dass ein ziemlich regelmiissiger Rhythmus auf 
Grund der Selbstiindigkeit oder Zufiilligkeit einzelner Messungswerte 
zustandekommen kann, wie Terada zuerst darauf hinwies, wurde in 
erster Linie untersucht, welche Veriinderung die in Frage stehenden 
Rhythmen durch kiinstliche Veriinderung der Reihenfolge der Mes- 
sungswerte erfahren. Wiiren die einzelnen Messungswerte von einander 
ganz unabhiingig, so wiirde das allgemeine Bild der Schwankung da- 
durch keine wesentliche Veriinderung erfahren. Die Reihenfolge wurde 
in diesem Fall in folgender Weise veriindert, um ihr vollkommene Zu- 
fiilligkeit zu verleihen: Nachdem einzelne Messungswerte in je eine 
Karte eingeschrieben worden waren, wurden die Karten gehérig durch- 
einandergemischt und in eine Reihe angeordnet. 


Tabelle I. 


Die Amplituden der a-Wellen in mm bei der natiirlichen Rethenordnung. 
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Tabelle II. 


Die Amplituden der a-Wellen in mm bei der zufdalligen Reithenordnung. 
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Die so erhaltene Reihe ist in Tabelle IT wiedergegeben, wiihrend 
die natiirliche Reihe in Tabelle I dargestellt ist. Um den Unterschied 
zwischen beiden Reihen zu veranschaulichen, sind die Messungswerte 


der beiden Tabellen zum Teil in Abb. 1 a und b graphisch dargestellt, 
Wie daraus ersichtlich, schwankt die Amplitude der a-Wellen bei der 
zufiilligen Reihe (Abb 1.b) mit gewisser Regelmiissigkeit und Deutlich- 
keit, aber es handelt sich hierbei offenbar um die scheinbare Periode 


Abb. 1. Schwankung der Amplitude der ¢-Wellen bei der natiirlichen 
Reihenordnung (a) und der zufalligen (b). 
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von Terada, so dass man ihr natiirlich keine physiologische Be- 
deutung zuschreiben darf. Im Gegensatz dazu bietet die Kurve der 
natiirlichen Reihe ein etwas eigentiimliches Bild; sie ist wenigstens 
scheinbar mit zwei Arten der Periodizitiit versehen, von denen die eine 
der Gréssenordnung nach der scheinbaren Periode der zufiilligen Reihe 
entspricht, und die andere durch ihre langsamere aber sehr deutliche 
Schwankung gekennzeichnet ist. Es muss weiter durch statistische 
Analyse entschieden werden, ob die erstere in der Tat die scheinbare 
Periode Teradas ist, und auch ob die letztere als eine wahre Periode 
betrachtet werden diirfte. 


2. Heiufigkeitsmethode der Periodenanalyse. 


Bei der Bestimmung der Periode einer periodischen Erscheinung 
richtet man sein Augenmerk auf die am hiufigsten auftretende Periode. 
Um die letztere aufzufinden braucht man in erster Linie die Hiiufig- 
keitsverteilung zu bestimmen, und dies wird in der Praxis derart aus- 
gefiihrt, dass alle Intervalle zwischen aufeinander folgenden Maxima 
bzw. Minima genau gemessen werden, um darauf die Hiiufigkeit der 
gemessenen einzelnen Intervalle zu bestimmen. In Tabellen [I und 


Tabelle Il. 
Héufigkeit der Perioden bei der zufdlligen Rethe der Amplitude. 


Intervall zwischen zwei Maxima bzw. 2 
Minima in 0,1 Sek. 


Haufigkeit bei Maxima 


Haufigkeit bei Minima 


Durchschnitt der beiden 20,5 7,5 
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Tabelle IV. 
Héufigkeit der Perioden bei der natiirlichen Rethe der Amplituden. 


Intervall zwischen zwei Maxima 
bzw. Minima in 0,1 Sek. | 2 3 4 5 6 


@ 


Haufigkeit bei Maxima 


Hiufigkeit bei Minima 24 42 2B 9 0 8 4 0 


Durechschnitt der beiden | 26 40,5 22,5 9 4 6 25 0,5 


IV sind die Werte solcher Hiufigkeit wiedergegeben, wobei die Werte 
fiir Maxima und Minima in gesonderten Spalten verzeichnet sind, denn 
sie fallen von einander etwas verschieden aus. 

Wie aus dieser Tabelle ohne weiteres hervorgeht, tritt die Periode 
von 2 bei der zufilligen Reihe am hiufigsten auf (Tab. III), wiihrend 
die hiufigste Periode bei der natiirlichen Reihe 3 ist (Tab. IV). Es sei 
bemerkt, dass die Perioden hierbei in Zeiteinheit von 1/10 Sek., welche 
dem Zeitintervall der Messung entspricht, ausgedriickt sind. 

Nach Kameda® und Kermack e¢ al® lisst sich die Wahrschein- 
lichkeit dafiir, dass ein Maximum bzw. Minimum mit einem Intervall 
von kr einem anderen folgt, nach folgender Formel berechnen, wobei 
dem Messungsintervall entspricht: 

24(k—1) (k +2) 
(k+3)! 


Diese Formel ist aber unter den Voraussetzungen abgeleitet worden, 
dass einzelne Messungswerte von einander unabhiingig sind, und dass 
gleiche Werte in ein und derselben Reihe nicht wiederholt auftreten. 
Sind diese Voraussetzungen erfiillt, wie es bei der zufiilligen Reihe 
in annihernder Weise der Fall ist, so muss die Hiiufigkeit der Periode 
von kin unserem Fall 1/3 x 400 IV; gleich sein, wobei 1/3 die Wahrsch- 
einlichkeit des Auftretens eines Maximums, 400 die gesamte Anzahl der 
Messungswerte und IV’, die oben erwiihnte theoretische Wahrscheinlich- 
keit darstellt. Denn es gibt ein Maximum unter drei ungleichen Werten, 
so dass die Wahrscheinlichkeit 1/3 ist, und somit muss die Wahr- 
scheinlichkeit fiir das Aufeinanderfolgen von zwei Maxima mit einem 
Intervall von & durch das Produkt einzelner Wahrscheinlichkeiten, 
nimlich von 1/3 und W, gegeben werden. Die so berechneten Werte 
sind zum Vergleich mit den beobachteten in Tabelle V dargestellt. In 
der Tat stimmen die berechneten Werte bei der zufiilligen Reihe mit 
den beobachteten ziemlich gut iiberein, dagegen machen sich starke 
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Tabelle V. 
Vergleich der beobachteten Werte der Héufigkeit mit den theoretischen. 


Periode in 0,1 Sek. = 3 4 5 6 7 8 


Theoretische Werte 53,3 44,5 22,8 89 2,8 


Beobachtet bei der zufalligen Reihe | 57,5 42 20,5 7,5 


Beobachtet bei der natiirlichen Reihe | 26 


Abweichungen von der Theorie bei der natiirlichen Reihe bemerkbar: 
abgesehen von der grossen Differenz der Werte fiir die Periode von 2, 
ist die Verteilung bei der natiirlichen Reihe im allgemeinen gegen die 
theoretische nach rechts, d. h. liingeren Perioden verschoben. Diese 
Tatsache weist darauf hin, dass die Schwankung bei der natiirlichen 
Reihe langsamer als bei der zufiilligen vor sich geht. Diese Eigen- 
schaft findet in der Wahrscheinlichkeitsnachwirkung ihre Erklirung. 
Die erwihnte Diskrepanz diirfte also auf den Umstand zuriickgefiihrt 
werden, dass in der Theorie der Wahrscheinlichkeitsnach wirkung keine 
Rechnung getragen ist. In Anbetracht dieses Umstandes diirfte man 
die hiiufigste Periode von 3 x 1/10 Sek auch als eine scheinbare be- 
trachten. 


3. Durehsehnittliehe Periode. 


Terada ist der erste, welcher uns darauf aufmerksam gemacht 
hat, dass der Durchschnitt aller Intervalle zwischen aufeinander fol- 
genden zwei Maxima bei scheinbar periodischen Erscheinungen immer 
einem bestimmten Wert, niimlich 3:—4zzustrebt, wobei das Messungs- 
intervall bedeutet. Dies liisst sich auch aus verschiedenen Wahr- 
scheinlichkeitstheorien ohne Schwierigkeiten nachweisen, z. B. aus der 
erwihnten Theorie von Kameda und anderen ergibt sich die durch- 
schnittliche Periode @ wie folgt: 

r 
k=1 

In Tabelle VI sind die Werte von @ aus verschiedenen Versuchsper- 
sonen zusammengestellt. Wie daraus ohne weiteres zu entnehmen ist, 
steht der Wert von @ sowohl bei der zufiilligen Reihe als auch bei der 
natiirlichen dem theoretischen sehr nahe. 

Genauer betrachtet ist der Wert aber bei der natiirlichen Reihe 
immer etwas grisser als bei der zufiilligen, was auf die erwiihnte Wahr- 
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Tabelle VI. 
Durehschnittliche Periode @ der Amplitudenschwankung der 
a-Wellen in 0,1 Sek. 


Bei der natiirlichen Bei der zufilligen 
Reihe Reihe 


Versuchsperson Messungszahl 


Kozeki | 3,55 3,32 147 3 
Kobayasi 3,66 3,15 112 
Oba 3,23 2,92 113 
Imamura 4,08 3,11 106 
Asano | 3,83 2,92 111 
Kikuti 4,26 2,76 115 
Aoki 3,60 3,15 108 
Anzai | 3,43 3,42 103 
Kamata 3,61 3.28 101 
Miyamori 3,45 3,26 100 
Ito 3,46 3,28 142 
Abe 3,41 3,20 92 
Motokawa 3,44 3,05 995 


scheinlichkeitsnachwirkung zuriickzufiihren ist. In dieser Weise diirfte 
man die gefundene Periode kaum als eine wahre Periode betrachten, 
aber dies bedeutet doch nicht, dass keine echte Periode in der Aimpli- 
tudenschwankung der a-Wellen enthalten ist, nur dass die mittels der 
obigen Methoden aufgefundene Periode gerade eine scheinbare war. 

Denn es handelt sich bei diesen Methoden nur um die Intervalle 
zwischen aufeinander foldgenden Maxima oder Minima, so dass die Peri- 
oden der zugrunde liegenden langsameren Schwankungen ausser Acht 
gelassen sind. Sie sind daher wenigstens fiir unseren Fall nicht geeig- 
net, in dem das Vorhandensein noch liingerer Perioden selbst bei blosser 
Betrachtung der Kurve fast unzweifelhaft erscheint. 

Takahasi” hat eine andere Hiiufigkeitsmethode vorgeschlagen, 
bei der nicht nur den Intervallen zwischen benachbarten Maxima son- 
dern auch denjenigen zwischen allen Kombinationen der Maxima Rech- 
nung getragen ist, so dass die Méglichkeit zur Entdeckung liingerer 
Perioden nicht ausgeschlossen ist. Diese Methode ist sehr leicht durch- 
fiihrbar und somit unter Umstiinden ziemlich leistungsfiihig, aber sie 
bringt leider den gemeinsamen Nachteil aller Hiiufigkeitsmethoden, die 
nichts tiber die Schwankungsgrisse fiir die einzelnen Perioden kund- 
geben kinnen, mit sich. Denn in der Praxis ist es von grosser Wich- 
tigkeit, nicht nur die Perioden der in Frage stehenden Schwankungen 
sondern auch ihre Schwankungsgrissen kennenzulernen. 


4. Defantsehe Methode. 


Um die Schwankung liingerer Periode genauer untersuchen zu 
kénnen, muss man vor allem die darauf iibergelagerte kleine Schwan- 
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Abb. 2. Schwankung der Amplitude der a-Wellen, nachdem die 
Schwankung kiirzerer Periode durch die De fant sche 
Methode ausgeglichen worden ist. 

(a): Bei der natiirlichen Reihe. (b): Bei der zufilligen Reihe. 


(a) 


kung in irgendwelcher Weise aufheben, was in vorliegendem Fall von 
umso grisserer Notwendigkeit ist, als sich die scheinbare Periode der 
kleineren Schwankung als bedeutungslos erwiesen hat. 

Zu diesem Zweck machtm an gewdhnlich von der Defantschen 
Methode Gebrauch. Das Prinzip dieser Methode besteht darin, dass 
man den Durchschnitt der Messungswerte innerhalb einer Periode der 
kleineren Schwankung nimmt, um die letztere auszugleichen. Wird 
dieses Ausgleichverfahren von einem Punkt nach dem andern auf der 
Kurve gleitend ausgefiihrt, so bleibt nur die langsamere Schwankung 
zurtick. Da die durchschnittliche Periode der kleineren Schwankung 
bei unserem Fall etwa 3 ist, nimmt man den Durchschnitt von je drei 
Werten, niimlich den Wert am betreffenden Punkt der Kurve, dem vor- 
ausgehenden und dem nachfolgenden. 

Die so konstruierten Kurven sind in Abb. 2 a und b veranschau- 
licht, von denen sich die erstere auf die natiirliche Reihe und die letztere 
auf die zufiillige bezieht. Wie daraus hervorgeht, bleibt die Schwan- 
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Abb. 3. Schwankung der Amplitude der a-Wellen, nachdem die 
Schwankungen kiirzerer Perioden als 4 Sek. durch das 
Ausgleichverfahren aufgehoben worden sind. 
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kung ktirzerer Periode insbesondere bei der zufiilligen Reihe deutlich 
zuriick, wenn sie auch durch das Ausgleichverfahren in ihrer Amplitude 
bei weitem reduziert worden ist. Die durchschnittliche Periode dieser 
zuriickbleibenden Schwankung wurde in der oben erwiihnten Weise er- 
mittelt, um ihre Eigenschaft mit derjenigen der scheinbaren Schwan- 
kung vor dem Verfahren vergleichen zu kiénnen. Sie betriigt bei der 
natiirlichen sowie der zufiilligen Reihe zugleich 4, ist also um etwa 1 
grésser als die durchschnittliche Periode vor dem Verfahren. 
Fujiwhara et al® berichten, dass die durchschnittliche Periode 
nach Anwendung der Defantschen Methode zwischen 4 und 6 lag. 
Es ist von Kawasumi, Yahasi, Kimuraund Miyamura® mathe- 
matisch nachgewiesen worden, dass die scheinbare Periode durch das 
Defantsche Verfahren bis auf 4-6 verliingert wird. Daher ist die hier 
gefundene Periode von 4 auch als eine scheinbare zu betrachten. 
Nachdem die Schwankung kiirzerer Periode ausgeglichen worden 
ist, tritt diejenige lingerer Periode bei der natiirlichen Reihe sehr deut- 
lich hervor und ihre Periode scheint schiitzungsgemiiss etwa zwischen 
20 und 40 in Zeiteinheit von 1/10 Sek. zu liegen. Die Frage, ob lin- 
gere Perioden noch vorhanden sind, ist bei blossem Anblick dieser Kur- 
ve kaum zu beantworten und nimmt eine weitere Analyse in Anspruch. 
Um iiber die in Frage stehenden liingeren Perioden Aufschluss zu 
erhalten wurde das Ausgleichverfahren auf eine noch liingere Mes- 
sungsreihe angewandt und dadurch wurden die Periode von 2-4 Sek. 
und andere noch kiirzere eliminiert. Das Verfahren geschah wie folgt: 
Messungswerte von etwa 1500 wurden in etwa 300 Gruppen von je 5 
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Messungswerten eingeteilt, und darauf wurden die Mittelwerte einzel- 
ner Gruppen ermittelt. Auf diese Weise entstand eine Reihe der Durch- 
schnittswerte mit dem Intervall von 5 x 0,1 Sek. Die durchschnittliche 
Periode dieser Reihe muss etwa 3 x 5x 0,1 Sek. sein, wie leicht ver- 
stiindlich, und kann selbst nach der Anwendung der Defantschen 
Methode nicht liinger als 6 x 5 x 0,1 Sek. sein. Man diirfte also die liin- 
geren Perioden, welche sich aus weiterer Analyse ergeben werden, 
ohne weiteres als wahre oder physiologische Perioden betrachten. 

Beim Ausgleichverfahren wurde die Periode der auszugleichenden 
Schwankung gleich 3,5 Sek. gesetzt. Das Resultat ist in Abb. 3 zu 
ersehen, die eine deutliche Schwankung mit einer Periode von etwa 8- 
11 Sek. sehr ausgepriigt veranschaulicht. Diese Schwankung hat aus 
oben erwiihnten Griinden mit den kiinstlichen scheinbaren Perioden 
natiirlich nichts zu tun. 

Nachdem das Bestehen der Perioden von 2-4 Sek. und von 8-10 
Sek. in dieser Weise wenigstens graphisch dargestellt worden ist, iniis- 
sen wir weiter auf ihre noch quantitativere Analyse eingehen, um ihre 
wahre Periodizitit und die exakten Werte der Perioden feststellen zu 
kénnen. 


5. Periodogramm. 


Die Konstruktion eines Periodogramms ist eine recht miihsame 
Arbeit, aber als die vollkommenste Methode fiir die Entdeckung der 


Perioden anzusehen. Ich habe Elektrenkephalogramme aus zwei Ver- 
suchspersonen der Analyse mittels dieser Methode unterworfen. Die Re- 
sultate sind in Abb. 4 und 5 dargestellt. Beim Periodogramm machen 
sich die aufzusuchenden Perioden als Maxima der Kurve bemerkbar, 


Abb. 4. Periodogramm fiir die Schwankung der Amplitude der ¢-Wellen. 
Lingere Perioden als 5 Sek. sind hierbei ausgeschlossen. 
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Abb. 5. Periodogramm fiir die Schwankung der Amplitude 
der a-Wellen. 
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und je héher die letzteren hervorragen, desto vollkommener ist die Pe- 
riodizitiit. In Abb. 4 zeigen sich zwei Maxima, die der Abszisse 2 und 
4 resp. entsprechen. Diese Tatsache weist darauf hin, dass die wahren 
Perioden von 2 und 4 Sek. im untersuchten Bereich dieses Elektrenke- 
phalogramms enthalten sind. Da sich diese Perioden durch Betrach- 
tung einer Anzahl der Elektrenkephalogramme aus verschiedenen Ver- 
suchspersonen ohne besondere Analyse verhiiltnismiissig leicht voraus- 
sagen lassen, so diirften sie als allgemeine Eigenschaften des Elektren- 
kephalogramms des Menschen betrachtet werden. 

Uber die noch liingeren Perioden gibt Abb. 5 Aufschluss, wobei 
die Perioden von 2-4 Sek. auch sichtbar sind, wenn die Maxima fiir 
diese Perioden auch weniger deutlich als beim vorausgehenden Bei- 
spiel sind. Im Gegensatz dazu ragen diejenigen fiir die Perioden von 
8 und 10 Sek. so hoch hervor, dass das Vorhandensein dieser Perioden 
nunmehr keinem Zweifel unterliegen kann. Dieses Resultat ist beson- 
ders hervorzuheben, weil sie durch andere Methoden nur schwer, aber 
durch das Periodogramm einwandfrei festgestellt werden kinnen. 


Zusammenfassung. 


Das normale Elektrenkephalogramm des Menschen wurde durch 
verschiedene statistische Methoden analysiert, um die Perioden der Am- 
plitudenschwankung der a-Wellen ausfindig zu machen. 

Zu diesem Zweck bewiihrten sich die Defantsche Methode und 
das Periodogramm sehr gut, wiihrend sich alle Hiiufigkeitsmethoden 
als ungeeignet erwiesen. ‘Es ist durch diese Untersuchung festgestellt 
worden, dass die Amplitude der a-Wellen mit verhiiltnismiissig langen 
Perioden wie von 2-4 Sek. und 8-10 Sek. periodisch schwankt. 
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Dem Saitd-Hdon-Kai, das mich in grossziigiger Weise mit Mitteln unter- 
stiitzte, bin ich zu Dank verpflichtet. 
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Fine zuverlassige Methode zur Bestimmung der Blutgerinnungs- 
zeit mit Hilfe eines einfachen Apparates. 


von 


Takesi Inouye und Tamio Sasaki. 
GF ball) (thi AR HE) 


(Aus dem Institut fiir gerichtliche und soziale Medizin der 
Med. Fakultét, Kanazawa. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Inouye.) 


Obwohleine ungeheuereA nzahl von Arbeiten iiber die Gerinnungs- 
zeitbestimmung des Blutes im Schrifttum vorliegt, divergieren die er- 
zielten Werte nach einzelnen Autoren so weit, dass die bisher berichte- 
ten Resultate nicht miteinander in Beziehung gebracht werden kinnen. 
Das ist selbstverstiindlich zum grissten Teile auf die Verschiedenheit 
der Methode zuriickzufiihren. Man darf gewiss behaupten, dass, wenn 
man bei der Messung die verschiedenen Faktoren gleichmiissig zu ge- 
stalten vermag, man sicher auf vergleichbare Werte rechnen kann. In 
den letzten Jahren wurden einige Arbeiten mitgeteilt, die sich das Ziel 
gesetzt hatten, eine genaue Methode zur Bestimmung der Gerinnungs- 
zeit aufzufinden. Dabei wurde angeblich je eine sehr zuverliissige Me- 
thode ermittelt, die man jedoch in Hinsicht auf die Praxis im Gebiete 
der klinischen und experimentellen Medizin schwerlich als die richtige 
Methode der Gerinnungszeitbestimmung ansehen kann, da bei den be- 
sagten Verfahren noch irgend ein komplizierter Apparat oder eine be- 
sondere Geschicklichkeit in seiner spezifischen Handhabung vorausge- 
setzt wurden. 

Um diese Liicken auszufiillen, haben wir uns seit Jahren mit der 
Messung der Blutgerinnungszeit, sowie mit der Arbeit zur Verbesse- 
rung ihrer Methode befasst, und schliesslich ist es uns gelungen, eine 
neue, einfache Methode zu finden und mit gutem Erfolg zu erproben. 

Es handelt sich um eine Art der Kapillarmethode, wobei anstatt 
der diinnwandigen Kapillare ein an einem Ende zur Kapillare ansgezo- 
genes Glasréhrchen benutzt wird, welches vor wie nach der Blutent- 
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nahme in die Mitte eines in einem Thermostat horizontal eingesetzten 
gewohnlichen Reagenzglases einzufiihren ist. Die ganze Prozedur der 
Messung wird unter einer konstanten Temperatur von 25°C ermittelt, 
Das Halbkapillarréhrchen ist am stumpfen Ende mit einer gewéhn- 
lichen 1,0 ccm fassenden Tuberkulin-Spritze so in Verbindung gesetzt, 
dass durch die Hin- und Herbewegung ihres Stempels in einer besch- 
riinkten Strecke ein bestimmter Luftdruck auf das Blutsiiulchen in der 
Kapillare ausgeiibt wird. Als Ende der Gerinnung ist auf Grund der 
Resultate des Vorversuches der Moment so gewiihlt, dass bei 0,3 ccm 
Luftauspressen eine Gestaltveriinderung des Meniscus der Blutsiiule 
nicht mehr wahrgenommen wird. 

Das Messen der Gerinnungszeit erfolgt also auf einem indirekten 
Wege, indem der Luftdruckeinfluss auf die Blutsiiule in der Kapillare 
zum Gegenstand der Beobachtung gemacht wird. In dieser Hinsicht 
scheint unsere Methode einigen anderen von der Beobachtung des End- 
momentes eines Druckeinflusses auf die Blutsiiule ausgehenden Kapil- 
larmethoden, wie nach Szabuniewicz, Riesser und Nagel” und 
Szankowski®, verwandt zu sein. Die ganze Konstruktion und die 
Handhabung unseres A pparates ist allerdings von jenen der genannten 
Autoren grundsiitzlich verschieden, und zwar wird der durch die aus 
der Spritze in die Kapillare ausgetriebene Luft erfolgtete Druckeinfluss 
weit niedriger gehalten. In der neuen Methode ist ausserdem das 
gleich nach der Blutentnahme vorgenommene Verschieben der in die 
Kapillare aufgesaugten Blutsiiule bis zur Mitte der Kapillare ausge- 
schaltet worden, da diese Manipulation schon gleich nach der Blutent- 
nahme nach unseren Erfahrungen einen nicht zu iibersehenden grossen 
Einfluss auf die Gerinnungszeit verursachen kann. 

Szabuniewicz” hat in seiner Arbeit darauf hingewiesen, dass 
das bisheran iibliche Hin- und Herverschieben in bestimmten Zeitab- 
stiinden des Blutes liings der Kapillare wiihrend der Messung nicht vor- 
teilhaft auf die Durchfiihrung der Gerinnungszeitbestimmung wirkt. 
Unsere Erfahrungen bestiitigen die Richtigkeit dieses Hinweises. In- 
folgedessen haben wir das Hin- und Herbewegen der Blutsiiule wiih- 
rend der Bestimmung vollkommen ausgelassen und die Gestaltveriinde- 
rung des Meniscus als einziges Merkmal zur Wahrnehmung des Zu- 
standekommens des Gerinnungsprozesses verwendet. Da die Gestalt- 
veriinderung des Blutsiiulchenmeniscus sich innerhalb sehr enger Gren- 


1) Szabuniewicz, B.: Folia haematol. 47, 357 (1932) u. Arch. exp. Path. u. 
Pharm. 187, 497 (1937). 

2) Riesser,0O.u.A.Nagel: Arch. exp. Path. u. Pharm. 179, 743 (1935). 

3) Szankowski, W.: Ebenda 184, 317 (1937). 
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zen vollzieht, kinnte man ihre Beobachtung allerdings fiir einen be- 
sonders schwierigen Punkt der Messung halten. Aberin Wirklichkeit 
erfolgt die Ausfiihrung ohne Schwierigkeit. 

In der neuen Methode werden niimlich sicherheitshalber stets zwei 
Blutproben entweder auf einmal oder wenige Sekunden nacheinander 
entnommen, worauf sofort anschliessend im Apparat die Messung be- 
werkstelligt wird. In der Regel wird die Bestimmung der Gerinnungs- 
zeit nur ander ersten Kapillare ausgefiihrt und nur, falls in dieser Kapil- 
lare ein Abreissen der frischen Gerinnsel von den Wiinden wiihrend der 
Messung unerwartet auftritt, wird dann die weitere Messung statt an 
der ersten an der zweiten Kapillare sofort weiter gefiihrt. Demnach 
bedeutet die zweite Kapillare eine Sicherheitsvorrichtung und dient 
zugleich zur Bewiihrung des gemessenen Wertes. 

Mit diesem Apparat kann man ohne besondere Ubung nicht nur 
den Endpunkt der Gerinnungszeit sondern auch die Zeit des Gerin- 
nungseintrittes genau ermitteln, wobei der Endpunkt in der vorliegen- 
den Arbeit als “Gerinnungszeit” bezeichnet worden ist. Schliesslich 
hat unsere Methode noch einen weiteren Vorteil; denn es wurde in der 
vorliegenden Arbeit erwiesen, dass man die liistige Arbeit des bisher 
unentbehrlichen Auswaschens und Reinigens der Kapillaren kurz vor 
der Untersuchung ruhig unterlassen kann. In unserer Methode ist die 
Reinigungsprozedur des Réhrchens niimlich vor den Ausziehen zur 
Kapillare im Zustand eines gewohnlichen Glasrohrs leichter als das 
bisher tibliche Reinigen einer fertigen Kapillare. 


Beschreibung der Apparatur. 


Die zur Messung notwendige Einrichtung besteht wesentlich aus 
drei Grundteilen, niimlich aus dem Halbkapillarréhrchen, dem Ther- 
mostat, in welchen einige Reagenzgliiser in horizontaler Lage fest ein- 
gesetzt werden kinnen, und der auf einem passenden Stiinder ange- 
brachten Tuberkulin-Spritze. 

Das Halbkapillarrdhrchen ist ein an einem Ende zur Kapillare aus- 
gezogenes, am anderen Ende etwas sich verjiingendes Glasrohr von ca 
4,5mm iiusserem Durchmesser, welches mit Hilfe eines kleinen Kork- 
stipsels, den zur Kapillare ausgezogenen Teil nach vorwiirts gerichtet, 
in das gewobhnlich diinnwandige Reagenzglas sehr leicht aus- und ein- 
gesetzt werden kann (in Abb. 1 als A bezeichnet). Der Kapillarteil 
dieses Réhrchens ist ungefihr 8 bis 9cm lang und hat in jedem beliebi- 
gen Abschnitt einen fast gleichen Durchmesser von 0,4 bis 0,7:mm in- 
neren Kalibers. Das eben genannte Halbkapillarréhrchen zur Bestim- 
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mung der Gerinnungszeit wird stets aus einem schon gereinigten Geriit- 
glasréhrchen von guter Qualitiit, wie Jenaer- oder Pyrexglas, iiber 
Flamme mit der Hand ausgezogen, wie es in dem nachstehenden Be- 
schreiben ersichtlich ist. 


Abb. 1. Schematische Darstellung der Hauptteile der Apparatur. 


Der Thermostat, dessen eine Seitenwand zum Einstecken einiger 
gewohnlich diinnwandiger Reagenzgliiser in horizontaler Ebene mit 
entsprecheden Offnungen versehen ist, besteht einfach aus Holz und ist 
auf der Innenseite ganz weiss emailliert, damit die Blutsiule in der 
Kapillare durch das Reagenzglas hin leicht beobachtet werden kann. 

Wir haben in der Praxis einen so gebauten Holzkasten von un- 
gefiihr 33 x 20 x 15cm innerer Grisse gebraucht, der in einer ca 2cm 
dicken Seitenwand ungefiihr 9cm tiber dem Boden des Bassins fiinf 
nebeneinander liegende Licher enthiilt, deren Grisse und Gestalt dem 
als Fassung des einzusetzenden Reagenzglases dienenden Gummistip- 
sel genau angepasst ist (in Abb. 1 als B bezeichnet). Vier Lécher dienen 
zum Einsetzen der das Reagenzglas fassenden Gummistipsel und das 
in der Mitte liegende fiinfte Loch hat den Zweck einen nach innen ein- 
gefiihrten Thermometer zuhalten. Umdie Wassertemperatur im Kasten 
zu Beginn der Bestimmung miglichst schnell und leicht bis zu 25°C 
steigen zu lassen, haben wir ausserdem bequemlichkeitshalber noch 
einen elektrischen Riihrer verwendet, obwohl er in der Tat nicht we- 
sentlich unentbehrlich war, wie man aus dem nachstehenden Vorver- 
suche tiber die Bedingungen der Messung ersehen kann. 

Die 1,0 ccm fassende Tuberkulin-Spritze wird in der neuen Methode 
als einfache Vorrichtung dazu benutzt, durch Verschieben ihres Kol- 
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bens leicht einen beliebigen Luftdruck auf die Blutsiiule in der Kapil- 
lare auszuiiben. Sie wird bei Vornahme der Messung stets von einem 
metallenen Ring gehalten und dieser weiter auf einem metallenen Ge- 
stell von zirka 9cm Hohe befestigt. Seitlich des Ringes ist eine Vor- 
richtung angebracht, welche einen am Kopfende rechtwinklig gebo- 
genen Schraubenschaft umfasst, damit der Kolben der Spritze beim Her- 
ausziehen durch entsprechendes Einstellen zweier in der Mitte des 
Schaftes befindlicher Schraubenmuttern in beliebiger Lage zum Stehen 
gebracht werden kann (in Abb. 1 als C bezeichnet). Um Ring mit Zu- 
behér auf das erwiihnte Gestell schnell und leicht montieren zu kénnen, 
haben wir ihn ausserdem unten mit einem Schlitten versehen, welcher 
in eine am Kopfe des Gestelles befindliche entsprechende Fiihrung hin- 
einschoben und durch eine automatisch einschnappende Feder festge- 
stellt wird. 


Abb. 2. Photographische Darstellung der in fertiger Anordnung 
bereitstehenden Apparaturen. 
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Zum Ausfiihren der Messung wird die Spritze mittels eines yer- 
hiltnismiissig dickwandigen Gummirohrs direkt, ohne Spielraum von 
Glas zu Glas, an ein T-rohrférmiges Zwischenstiick angeschlossen und 
von diesem aus weiter mit dem verschmiilerten Ende des in das Reagenz- 
glas eingesetzten Halbkapillarréhrchens so verbunden, dass die in der 
Spritze enthaltene Luft nun in die Kapillare ausgetrieben werden kann, 
wobei die Liinge des Gummirohrs fiir die erste Verbindung ungefiihr 
2cm und fiir die letztere ungefiihr 10cm erfordert. 

Wie in Abb. 1 ersichtlich ist, hat das T-rohrférmige Zwischenstiick 
in der freien Abzweigung einen kleinen Schliffhahn, der mit Vaselin 
geschmiert wird. Der Hahn hat den Sinn einer Regulierungsvorrich- 
tung gegentiber der Saugwirkung des rein physikalischen Vorganges 
im Kapillarmechanismus, da er einerseits durch rechtzeitiges Absch- 
liessen der Luftkommunikation die Saugkraft hemmen und infolgedes- 
sen in die Kapillare stets eine gleiche Menge Blut entnehmen liisst und 
anderseits bedeutet er, wenn die Messung an der zweiten Blutprobe 
nachgeholt werden muss, eine Sicherheitsvorrichtung gegen den Druck- 
einfluss auf die Blutsiiule in der Kapillare,—der beim Auswechseln der 
Gummischlauchverbindung mehr oder weniger mechanisch unvermeid- 
lich ist,—indem der Hahn wieder gedffnet wird. 

Uber die Anordnung der eben beschriebenen Apparaturen, sowie 
iiber deren Zusammenhang wiihrend der Messung, wird man Genaueres 
in Abb. 2 ersehen. 


Herstellung des Halbkapillarrohrchens. 


Das zur Messung benitigte Halbkapillarréhrchen wird in der Regel 
init der Hand aus einem Geriitglas von guter Qualitiit, wie Jenaer- oder 
Pyrexglas, in folgender Weise hergestellt. 

Ein Glasréhrchen von ca 4,5mm iiusserem Durchmesser wird zu- 
erst in ungefiihr 15cm lange Stiickchen geschnitten und dann mit Ka- 
liumbichromat-Schwefelsiiure behandelt. Weiter werden die Stiick- 
chen mit Leitungs- und dann destilliertem Wasser griindlich ausge- 
waschen, in einem elektrischen Trockenschranke getrocknet und sch- 
liesslich durch Erhitzen und Ausziehen in die Form von Halbkapillaren 
gebracht. 

Zum Auswaschen des bereits zurechtgeschnittenen Réhrehens 
wurde bei uns bequemlichkeitshalber eine zweckmiissige Vorrich- 
tung aus einem eine Porzellansiebplatte enthaltenden Glaszylinder 
verwendet, die in Abb.1 als D bezeichnet worden ist. Bei diesem 
Waschapparat wird in der Mitte der Siebplatte ein Glasrohr senkrecht 
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eingelassen und an dessen unterem Ende eine kleine Ausbuchtung ge- 
bildet, damit das Rohr mit der Siebplatte zusammenhiingend in dem 
Glaszylinder hin- und herbewegt werden kann. 

Praktisch wird diese Vorrichtung in folgender Weise gehandhabt: 
Die vorher in Chromatsch wefelsiiure eingetauchtes Glasréhrchen wer- 
den zuerst in den Glaszylinder auf die Siebplatte gebracht und durch 
einen Gummischlauch mit der Wasserleitung in Verbindung gesetzt, 
worauf bei Offnen der Wasserleitung der Wasserstrom eine griindliche 
Waschung der Réhrchen sehr schnell und schon in kurzer Zeit vor- 
nehmen liisst. Darauf entfernt man die Verbindung mit der Wasser- 
leitung und beginnt die weitere Waschung mit destilliertem Wasser, 
indem man durch das Auf- und Abbewegen innerhalb des Zylinders die 
Reinigung ausserordentlich beschleunigt. 

Zur Bearbeitung des auf diesem Wege schon gereinigten Réhr- 
chens werden zuerst dessen beide Enden iiber der Gasflamme etwas 
verschmiilert und dann an dem mittleren Teile des Réhrchens erhitzt 
und zur Kapillare ausgezogen. Auf diesem Wege kann man sich ohne 
Miihe aus einem ca 15cm lang geschnittenen Réhrchen stets 2 Halb- 
kapillarréhrchen der in Abb. 1 unter A dargestellten Form herstellen. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 


1. Vorberettung der Messung: 


Wie in Abb.1 unter A gezeichnet ist, werden einige Paar Halb- 
kapillarréhrchen zuerst bis zum Halsteile in einen Korkstipsel hinein- 
gesteckt und dieser dann in das in den Thermostaten hineinragende 
Reagenzglas, am Eingang dicht schliessend, eingesetzt. Zwei Halb- 
kapillarrbhrchen werden an ihren verschmiilerten Enden ausserhalb des 
Kastens je mit einem ca 10cm langen Gummischlauch versehen, der am 
anderen Ende auf das T-rohrfirmige Zwischensttick, dessen drehbarer 
Hahn schon vorher geschlossen wurde, aufgesteckt wird. Ein weiterer 
kurzer Gummischlauch verbindet nun das eine dieser T-Réhrchen mit 
der Spritze, wiihrend das andere, gleichfalls mittels kurzem Gummisch- 
lauch, durch ein passendes Schliessréhrchen, wie man in Abb. 2 ersehen 
kann, zugehalten wird. Der Kolben der Spritze wird nun bis zur Mar- 
kierung von 0,3ccem ausgezogen und der Schenkel des Schraubenscha- 


ftes seitlich der Spritze durch Zusammenstellen der 2 Schraubenmiit- 


terchen so fixiert, dass er gerade den Kopf des Kolbens beriihrt. 
Nach Einsetzen des Thermometers in seinen Platz wird nun bis zu 
25°C erwiirmtes Wasser in den Thermostaten so weit eingegossen, dass 
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der Wasserspiegel ungefiihr 2,5 cm Hihe oberhalb des horizontal be- 
festigten Reagenzglases erreicht, indem die Wassertemperatur durch 
einen elektrischen Riihrer oder durch Umriihren mit einem Glasstab 
u.a. sorgfiiltig reguliert wird. Sobald die Temperatur auf 25° konstant 
geworden ist, dreht man erst nach 5 Minuten den zugeschlossenen Hahn 
des Zwischenstiickes auf und es beginnt die Blutentnahine in die Kapil- 
lare. 


2. Praktische Ausfiihrung der Blutentnahme: 


Das Blut wird in der Regel beim Menschen an Ohr oder Finger 
durchdas Messer- oder den Franc keschen Nadel-Stich, bei den Labora- 
toriumstieren aus den Ohrvenen entnommen, wobei stets alle Vor- 
sichtsmassregeln, bzw. Vermeiden des Entlanglaufens des Blutes an der 
Haut, sorgfiltig zu beachten sind. 

Zur Blutentnahme nimmt man zuniichst das Halbkapillarréhrchen 
aus dem Reagenzglas heraus und zieht den Metallschlitten unterhalb 
der Spritze aus der Fiihrung heraus. Nun fasse man mit der rechten 
Hand die hintereinander zu einer Reihe verbundenen Réhrchen iihn- 
lich, wie man etwa einen Federhalter fassen wiirde, indem man die 
Verbindungsstelle von. Spritze und Zwischenstiick ziemlich tief zwi- 
schen Daumen und Zeigefinger nimmt und den Korkstipsel des Halb- 
kapillarréhrchens mit den einanderzugekehrten Innenseiten von Zeige- 
und Mittelfinger hiilt. Wihrend bei diesem Handgriff die Spritze mit 
ihrer Spitze schriig nach innen der Handtellerseite zugewandt ist und 
der das Zwischenstiick mit dem Halbkapillarréhrchen verbindende 
Gummischlauch etwa bogenférmig gekriimmt in der Handtellerseite 
zuriickgehalten wird, ist die Spitze des Kapillarréhrchens von der Hand- 
tellerseite abgewandt, etwas schriig nach aussen gerichtet. 

Darauf wird der Hahn des Zwischenstiickes sofort mit der anderen 
Hand wieder aufgedreht und die Spitze der Kapillare an einen frisch 
hervorquellenden Bluttropfen angesetzt, um das Blut bis zu ca 3em ins 
Innere der Kapillare einsaugen zu lassen, indem man, den Hahn zwi- 
schen Daumen und Zeigefinger der linken Hand nehmend, die rein 
physikalisch wirkende Saugkraft der Kapillare gegeniiber dem Blut 
den Umstiinden gemiiss reguliert. Auf diesem Wege kann man ohne 
Schwierigkeit immer eine fast konstante Menge des Blutes in die Kapil- 
lare entnehimen. 

Dann wird die Spitze der Kapillare mit einem kleinen Stiickchen 
Filtrierpapier von etwa aussen anhaftendem Blut befreit, ohne die Off- 
nung selbst zu beriihren. Sobald das Blut in der Weise entnommen 
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ist, setzt man sofort das Halbkapillarréhrchen in das Reagenzglas und 
den Schlitten am Fuss der Spritze in seine Fiihrung am Kopf des Ge- 
stells. Bemerkenswert ist bei dieser Methode, dass man das wegnehm- 
bare Réhrchensystem sehr schnell und leicht wieder in Ordnung brin- 
gen und auf einfache Weise zur Messung schon geniigend vorbereiten 
kann. Es ist selbstverstiindlich klar, dass diese Manipulation nur we- 
nige Sekunden erfordert. 

Die zweite und wesentlich zum Nachholen dienende Blutprobe 
wird in der Regel in einem bestimmten Zeitabstand oder einige Se- 
kunden spiiter auf die gleiche Weise aus einem wiederum frisch her- 
vorquellenden Bluttropfen in die Kapillare des zweiten Réhrensystems 
entnommen, welches anstatt der Spritze ein passendes Schliessréhr- 
chen als Abschluss hat. Dann wird dieses Halbkapillarréhrchen in 
das zweite Reagenzglas des Thermostaten hineingefiigt. 


3. Ausfithrung der Messung: 

Obwohl, wie oben beschreiben, 2 Blutproben entnommen werden, 
arbeitet man in der iiberwiegenden Mehrzahl von Fiillen oder wenig- 
stens im vorderen Stadium der Messung nur an der ersten Kapillare. 
Die Messung wird, wie folgt, je nach den Phasen der Gerinnung durch 
2 ganz verschiedene Manipulationen stufenweise ermittelt. Wobei wird 
der Riihrer ausgeschaltet. 

Die erste Manipulation der Messung ist in folgender Weise aus- 
zufiihren. Wenn die Stoppuhr vom Zeitpunkt der Blutentnahme an un- 
gefiihr zur halben Zeit der etwa erwarteten Gerinnungszeit sich vor- 
bewegt hat, fiingt man zuniichst an, den liingeren Gummischlauch so 
leicht und vorsichtig zwischen Daumen und Zeigefinger zu kneifen, 
dass man dabei ein Verschieben des Blutsiiulchens liings der Kapillare 
durchaus vermeidet. Dies muss ganz leicht durchgefiihrt werden und 
der Gummischlauch ist zu befreien in dem Augenblick, wo durch den 
Druckeinfluss der Zentralabschnitt des Blutsiiulemeniscus auch nur ein 
wenig einsinkt, was bekanntlich eine dem Abreissen des direkt an den 
Kapillarwiinden anhaftenden Meniskenteiles vorausgehende Erschei- 
nung ist. In Bezug auf die Beobachtung dieser Gestaltveriinderung 
kinnte man befiirchten, dass eine solch geringe Veriinderung des Menis- 
cus nicht so leicht wahrnehmbar sei. In der Tat aber wird sie ohne 
Schwierigkeit festgestellt, denn diese Gestaltveriinderung bringt schon 
bei geringerem Grad zugleich ein betriichtliches Blasswerden der Blut- 
farbe zuerst am Zentrum des Meniscus mit sich, was man bei der Be- 
obachtung der Meniskenveriinderung praktisch mit gutem Grund als 
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ein indirektes Zeichen der Schwankung des Meniscus anwenden darf, 

Das eben erwihnte Zusammenkneifen des Gummischlauches wird 
dann weiter alle 30 Sekunden wiederholt bis es keine Gestaltveriinde- 
rung am Meniscus der Blutsiiule mehr erzeugt. Von der Blutentnahme 
an dauert es bis hierhin, nach Blutarten schwankend, gewihnlich bei 
normalem Blut 6 bis 7 Minuten. Diesen Moment haben wir als die Ein- 
trittszeit der Blutgerinnung angesehen, da nach unseren Erfahrungen 
gewohnlich erst zu diesem Zeitpunkt die feine Fibrinausscheidung in 
der Blutsiiule wahrgenommen wurde. 

Nun erst wird die zweite oder die eigentliche Manipulation der 
Messung des Abschlusses der Gerinnung in der Weise ausgefiihrt, dass 
alle 30 Sekunden durch Hin- und Herbewegen des Spritzenkolbens ein 
zuniichst beschriinkter, aber immer zunehmender Luftdruck auf die 
Blutsiiule gelegt wird. Und zwar fiingt man an, den bis zur 0,3ccm 
Markierung zuriickgezogenen Kolben der Spritze unter stetiger Hin- 
und Herbewegung parallel dem Fortschritt der Gerinnung stiickweise 
so vorsichtig vorzuschieben, dass das frische Gerinnsel, besonders das- 
jenige am Meniskenteile, nicht von den Kapillarenwiinden abgerissen 
wird. Sobald dabei die kleinste Veriinderung des Meniscus sichtbar 
wird, muss der Kolben sofort etwas, und zwar so weit zuriickgezogen 
werden, dass eine etwa plétzliche Deformation sowie das Hineinsaugen 
des frischen Blutgerinnsels in den nichtkapillaren Teil des Halbkapil- 
larréhrchens vermeiden wird. Die Gerinnung ist schliesslich als be- 
endet zu betrachten, wenn der Kolben ohne Gestaltveriinderung des 
Meniscus das Spitzenende der Spritze erreicht. 

Falls zwischen der Messung durch irgendeinen Misserfolg uner- 
wartet der Meniscus abreissen sollte, setzt man die weitere Messung 
bei der in die zweite Kapillare entnommenen Blutprobe fort, indem am 
zweiten, schon zur Messung vorbereiteten Rihrensystem das bei der 
Beschreibung erwiihnte Schliessrbhrchen mit der wieder zur Messung 
vorbereitete Spritze in situ vertauscht wird. Damit dabei kein Druck- 
einfluss auf die Blutsiiule ausgetibt werde, wird der Hahn an beiden 
Zwischenstiicken stets kurz vor dem Umtausch geiffnet und danach 
wieder geschlossen. 

Sonst wird die zweite Blutprobe nur zur Uberpriifung des Wertes 
der ersten Messung verwendet. Der Abschluss der Blutgerinnung er- 
folgt immer einige Minuten nach dem Anfang der Gerinnung, was wir 
in unserer Methode gewoéhnlich einfach als die Blutgerinnungszeit be- 
zeichnet haben. 
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Untersuchungen und Besprechungen iiber die Messungsbedingungen. 


1. Die Temperatur wiihrend der Messung: 

Es ist bekannt, dass Temperaturkonstanz bei der Messung absolut 
erforderlich ist, denn Temperaturschwankungen von wenigen Graden, 
zumal im Bereich der sogenannten Zimmertemperatur, sind schon von 
grossem Einfluss auf die Gerinnungszeit. 

In der neuen Methode wird die Bestimmung stets bei einer Tem- 
peratur von 25°C ermittelt, und zwar aus folgenden Griinden: Wie 
beziiglich der Kurvenverhiiltnisse der Blutgerinnungszeit schon im 
Schrifttum ganz klar gezeigt worden ist, ist der Einfluss der Tempera- 
turabweichung auf die Gerinnungszeit bei dieser Temperatur erfreu- 
licherweise weit geringer als derjenige von Schwankungen unter 20°. 
Ausserdem kann man eine solche Temperatur des Wassers praktisch 
durch leichtes Erwiirmen in jeder Jahreszeit und in jedem Klima sehr 
bequem, und tiberdies ohne besondere Vorrichtung verhiiltnismiissig 
leicht konstant erhalten. Schliesslich ergibt sich noch der besondere 
Vorteil, dass auf die zur Messung kommende Blutprobe bei dieser Tem- 
peratur hichstwahrscheinlich der geringste thermische Reiz bei der 
Blutentnahme ausgeiibt wird: Wiihrend der Blutentnahme muss sich 
niimlich der Bluttropfen sofort nach dem Hervorquellen schon an der 
Haut teilweise abkiihlen, sodass seine Temperatur bis zum Eingesaugt- 
werden in die Kapillare bis auf ungefiihr 25°C fallen diirfte. Bei un- 
serer Methode wird die Blutprobe daher mittels einer vorher auf 25° er- 
wiirmten Kapillare entnommen und dann sofort in das Luftbad von 25° 
eingesetzt. 

2. Der Zeitablauf bis zum Ausgleich zwischen der Temperatur der Luft 

im Reagenzglas und der im Thermostaten: 

Bei unserem Apparat wird zur Schaffung eines Luftmantels um 
das Kapillarréhrchen ein gewéhnlich diinnwandiges Reagenzglas be- 
nutzt, welches den Temperaturausgleich zwischen Wasser- und Luft- 
bad erleichtert. 

Der Sicherheit halber wurde als Vorversuch zuerst ein Thermo- 
meter neben dem Halbkapillarréhrchen in das Reagenzglas eingefiigt, 
darauf das 25° Wasser in den Thermostaten eingegossen und im wei- 
teren Verlauf die Skala des im Reagenzglas befindlichen Thermo- 
meters mit der des Wasserthermometers verglichen. Beidiesem Vor- 
such wurde erwiesen, dass nach dem Eingiessen des 25° Wassers bis 
zum Wiirmeausgleich zwischen diesem und dem Luftbad gewoéhnlich 
nur ca 5Minuten verstreichen. In der neuen Methode wird somit die 
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Blutentnahme erst nach dem Konstantwerden der Wassertemperatur, 
und zwar mit weiterer 5-miniitiger Wartezeit, ausgefiihrt. 

Die Messung wird deshalb mit nur einem einzigen Wasserther- 
mometer durchgefiihrt und man kann somit den Thermometer ersparen, 
der zur Messung eigentlich neben dem Halbkapillarréhrchen in die Rea- 
genzgliiser eingesetzt werden miisste. 


3. Bestiindigkeit der Wassertemperatur im Thermostaten ohne Regula- 
torvorrichtung: 

Vereinfachung der A pparatur war natiirlich eine stillschweigende 
Voraussetzung bei unserer Arbeit. Deshalb mussten wir uns die Frage 
stellen, ob man die Messung praktisch nicht ohne Regulator im Ther- 
mostaten durchfiihren kinne. In erster Linie hiingt das natiirlich von 
der Bestiindigkeit der Thermostattemperatur. Um diese Frage klarzu- 
stellen, wurden folgende Vorversuche ausgefiihrt. 

Bei verschiedener Zimmertemperatur wurde die Temperaturab- 
nahme des zur Messung vorbereiteten Thermostaten unter stetigem 
Umriihren wiederholt beobachtet. Dabei wurde beziiglich der durch- 
schnittlichen Zeitdauer, in der die Wassertemperatur von 25° gerade 
um einen Grad herabsinkt, folgendes aufgefunden: 

Zimmertemperatur in Celsius 9,2° 13,5° 19,8" 
1720" 3940" 

Aus diesem Resultat geht hervor, dass man bei verhiiltnismiissig 
milder Zimmertemperatur die Messung ohne Regulator durchfiihren 
kann, da die Blutgerinnungszeit normalerweise nicht mehr als 10 Minu- 
ten betriigt. Infolgedessen haben wir gewoéhnlich als Thermostat 
einen Holzkasten gebraucht, wie er schon vorstehend beschrieben 
wurde. Wenn man allerdings eine Serienbestimmung von vielen Ma- 
terialien oder die Gerinnungszeit von pathologischen Objekten ermit- 
teln muss, kann man natiirlich einen Wiirmeregulator dabei verwenden. 
Fiir den Fall einer Notwendigkeit haben wir einen elektrischen Hei- 
zapparat von kolbenartiger Gestalt, der in den Thermostaten einge- 
taucht wird, benutzt. 


4. Durchmesser im Kapillarenteile des Halbkapillarrihrehens : 


In unserer Methode ist der Kapillarenteil des Halbkapillarréhr- 
chens bis zu 0,4—0,7 mm innerer Weite ausgezogen worden, weswegen 
er selbstverstiindlich recht diinnwandig ist. Wihrend der Durchmesser 
der Kapillare beim Blut von gewoéhnlichen Versuchstieren von keiner 
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Bedeutung ist, ist zur Messung der Gerinnungszeit des Menschenblutes 
aus nachfolgendem Grund eine engere Kapillare, etwa von 0,4-0,5 mm 
Weite, zu wiihlen. Nach unserer Erfahrung gerinnt das Menschenblut 
in einer etwas weiteren Kapillare meistens um ihre Achse herum und 
um dieses Gerinnsel wird zwischen diesem und den Kapillarwiinden 
Serum ausgeschieden, was den Inhalt der Kapillare bei der Messung bei 
einem Luftdruck von geringerem Grade schon heraustreten liisst. 

Es sei hier noch erwiihnt, dass bei unseren Vorversuchen eine 
Durchmesserverschiedenheit im genannten Bereich auf die Gerinnungs- 
zeit in keinem Falle einen nennenswerten Einfluss hatte. 


5. Reinigung des Halbkapillarriéhrehens : 


In allen bisher veréffentlichten sogenannten Kapillarmethoden ist 
die Kapillare immer vor dem Gebrauch zuerst mit Kaliumbichromat- 
Schwefelsiiure und Wasser zu reinigen und dann durch Behandlung mit 
Alkohol und Aether zu trocknen. Das Reinigungsverfahren der Kapil- 
lare ist ohne weiters ein recht liistiges zu nennen. 

Wie schon erwiihnt, kann man in der neuen Methode diese liistige 
Reinigungsmanipulation unterlassen, was praktisch als ein nicht zu 
unterschiitzender Vorteil angesehen werden muss. Zuniichst wird das 
Glasréhrchen kurz vor dem Ausziehen zur Kapillare mit Kaliumbich- 
romat-Schwefelsiiure behandelt, darauf mit Leitungs- und destilliertem 
Wasser griindlich gewaschen und schliesslich im elektrischen Trocken- 
schranke wie tiblich getrocknet, wobei das Auswaschen durch Ver- 
wendung unseres einfachen Waschapparates (D) ausserordentlich ver- 
einfacht ist und sehr schnell ausgefiihrt werden kann. 

Es wird in dieser Methode also die liistige Reinigung der Kapillare, 
wie sie bei den bisherigen Methoden iiblich war, durch das einfache 
Reinigungsverfahren am Glasréhrchen ersetzt und zugleich der Ge- 
brauch von Alkohol und Aether vollkommen ausgeschaltet. 

Die Verwendbarkeit dieser Reinigungsaktion wurde bei einer 
Reihe von Vorversuchen klar erwiesen, indem jedesmal von 2 Blutpro- 
ben—die eine mit einem vor dem Ausziehen zur Kapillare gereinigten 
Halbkapillarréhrchen und die andere mit einer nach den bisherigen 
Methoden gereinigten Kapillare—aus einer Ohrvene des Kaninchens 
entnommen wurde, worauf die Bestimmung ihrer Gerinnungszeit glei- 
chzeitig und parallel vorgenommen wurde. Alle diese Vorversuche er- 
gaben zwischen den beiden Blutproben keinen bemerkenswerten Wert- 
unterschied. Somit kann man diese vereinfachte Reinigungsaktion 
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mit Sicherheit und zwar ohne Gebrauch von Alkohol und Aether an- 
wenden. 

Der Mechanismus der Blutgerinnung diirfte physikalisch mit dem 
Prozess der Kristallisation vergleichbar sein. Es wurde vor allem bei 
der Forschung iiber die Entstehung der Schneekristalle klar erwiesen, 
dass bei der Kristallisation das Vorhandensein von iiusserst kleinen 
Staub- oder anderen Fremdkérpern eine ausserordentlich grosse der 
Wirkung des Impfmateriales beim Umkristallisationsverfahren yon 
chemischen Stoffen entsprechende Rolle spielt. Es ist ohne weiteres 
anzunehmen, dass ein analoger Vorgang auch bei der Blutgerinnung 
stattfinden muss. 

Auch in der Hinsicht hat diese Reinigungsmethode ausser den 
oben genannten Vorziigen noch den grossen Vorteil, dass die Kapillare 
wihrend der Reinigungsmanipulation vor Verstaubung gentigend ge- 
schiitzt ist. 


6. Die des Blutstulehens: 

Es ist klar, dass zu Gerinnungszeitbestimmungen bei allen Metho- 
den stets gleichgrosse Blutmengen Verwendung finden miissen. Das 
scheint aber in den sogenannten Kapillarmethoden ausnahmsweise von 
wenig Bedeutung zu sein, denn es wurde von einigen Autoren wie 
Szabuniewicz” im Schrifttum darauf hingewiesen, dass die Liingen- 
verhiiltnisse des Blutsiiulchens auf die Blutgerinnungszeit tatsiichlich 


fast keinen Einfluss ausiiben. 

Um dieses sicherzustellen, haben wir mit gleichweiten Kapillaren 
wiederholt Kaninchenblut bis 3-, 4- und 5cm eingesaugt, darauf wur- 
den die Bestimmungen ausgefiihrt und schliesslich die erhaltenen Re- 
sultate miteinander verglichen. Auf diesem Wege konnten wir wirk- 
lich feststellen, dass Abweichungen der Blutsiiulenliinge in diesem Be- 
reich nur sehr wenig die Blutgerinnungszeit beeinflussen. Da der Un- 
terschied der Gerinnungszeiten zwischen den Blutproben von 3- und 5 
cm meistens unterhalb 10 Sekunden betriigt, braucht man auf die Liin- 
genverhiiltnisse der Blutsiiule kaum Gewicht zu legen. 

Aber bei der neuen Methode wird die Liinge der Blutsiiule wiihrend 
der Blutentnahme durch ein einfaches Verfahren sehr leicht reguliert, 
indem der Hahn des Zwischenstiickes rechtzeitig geschlossen wird. 
Deshalb haben wir das zu untersuchende Blut stets bis zu 3cm in die 
Kapillare eingenommen, sodass man selbst einen solch kleinen Fehler 
bei der Messung noch vermeiden kann. 


1) Szabuniewicz, B.: Arch. exp. Path. u. Pharm. 187, 497 (1937). 
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Die Genauigkeit der Bestimmung. 


Die neue Bestimmungsmethode der Blutgerinnungszeit ist so zu- 
verliissig, dass, wenn das zu untersuchende Kapillarblut bei ein und der- 
selben Versuchsperson wiederholt, und zwar jedesmal an einer anderen 
Stelle entnommen wird, die Abweichung der einzelnen Bestimmungs- 
werte nie mehr als einige Sekunden betriigt. Bei gewéhnlichen Ver- 
suchstieren darf allerdings die Genauigkeitsprobe der Methode nicht 
auf dem gewéhnlichen Wege vorgenommen werden, da bei unseren 
Versuchen an Kaninchen nachgewiesen wurde, dass eine wiederholte 
Blutentnahme Schritt fiir Schritt auf die Gerinnungszeit des Blutes in 
immer zunehmender Weise férdernd einwirkt, was vielleicht auf die 
physiologische, wegen der Geringheit des absoluten Blutgehaltes in 
Erscheinung tretende Abwehrkraft gegen Blutverlust zuriickzufiihren 
ist. Ein solches Ergebnis im Tierversuche ist auch nichts anders als 
ein guter Beweis fiir die Genauigkeit der Methode. 


Zusammenfassung. 


Es wurde eine neue und zuverliissige Methode zur Bestimmung der 
Blutgerinnungszeit mitsamt der dazu benitigten Apparatur beschrie- 
ben. 

Wesentlich handelt es sich um eine Sonderart der Kapillarmethode, 
wobei anstatt der gewéhnlichen Kapillare ein Halbkapillarréhrchen 
verwendet wurde. Das an einem Ende zur Kapillare von 0,4-0,7 mm 
innerer Weite ausgezogene Halbkapillarréhrchen wird in ein diinn- 
wandiges Reagenzglas gebriiuchlicher Art mit Hilfe eines Korkstéip- 
sels eingesetzt, und dieses durch ein an der Seitenwand befindliches 
Loch in den Thermostaten horizontal fest eingestellt, wobei das andere 
nach aussen herausstehende Ende dieses Riéhrchens mittels eines Gum- 
mischlauches mit einer 1 ccm fassenden Tuberkulinspritze so verbunden 
wird, dass man die Luftkommunikation dieses Réhrchensystems durch 
einen drehbaren Hahn an einem dazwischen eingeschobenen Zwischen- 
stiicke den Umstiinden gemiiss regulieren kann. 

Die Messung wird in der Methode stets unter einer konstanten 
Temperatur von 25°C ermittelt. Das zu untersuchende Blut wird in 
den Kapillarenteil des Halbkapillarréhrchens, nachdem es vorher auf 
25° erwiirmt worden ist, bis zu ungefiihr3 cm von derSpitze eingesaugt, 
und das Réhrchen in situ wieder ins Reagenzglas eingesetzt. Ungefiihr 
um die Mitte der zu erwartenden Gerinnungszeit erst kneift man den 
Gummischlauch zwischen Daumen und Zeigefinger zusammen, und 
diese Aktion wird weiter alle 30Sekunden wiederholt, solange bis das 
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dadurch bewirkte Blasswerden des Meniskenzentrums von der Blut- 
siiule nicht mehr wahrgenommen wird. Nun wird auf die Blutsiiule 
durch Hin- und Herbewegen des Kolbens der Spritze ein allmiihlich zu- 
nehmender Luftdruck gegeben, bis zuniichst eine ganz geringe Gestalt- 
veriinderung des Blutsiiulenmeniscus beobachtet wird, was dann alle 30 
Sekunden wiederholt wird. Die Blutgerinnung wird als beendet be- 
trachtet, wenn der 0,3ccm Luftdruck keine Veriinderung des Meniscus 
mehr erzeugt. 

Indlich wurden in der vorliegenden Arbeit einige Untersuchun- 
gen tiber die Messungsbedingungen der Methode angestellt. Abge- 
sehen von ihrer ausserordentlichen Genauigkeit und der Einfachheit 
der A pparatur, sowie ihrer Handhabung, ist es ein nicht zu iibersehen- 
der Vorteil der Methode, dass man die liistige Reinigung der Kapillare 
ohne irgendwelche Befiirchtungen auslassen kann. 
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Beitrage zur Kenntnis der Enzymwirkung (Protease, Arginase 
und Asparaginase) und der Analyse der menschlichen 
Gieschwiilste (Hypernephrom, Gallertkrebs 
und Sarkom). 


Von 


Tamezi Hirooka, Daizi Hiwatasi, Tooru Sakai, Kooiti Dei 

und Tadayosi Sugawara. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen 
Fakultit der Kaiserlichen Tohoku-Universitét, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. 8S. Utzino.) 


Auf dem umfangreichen Gebiet der Tumorforschungen ist der 
Aufgabe der Tumorenzymologie eine neue wichtige Richtung gewie- 
sen worden. In dieser Hinsicht bleibt aber wegen des Materialsman- 
gels an menschlichen Geschwiilsten noch viel zu untersuchen iibrig. 
In vorliegender Arbeit kamen in der Hauptsache die Protease, Argi- 
nase und Asparaginase des Hypernephroms und die Protease des Ma- 
genkrebses und des Sarkoms in Betracht. Nach der Beobachtung iiber 
die Proteasenwirkung des Maus- und des Kaninchenkarzinoms haben 
Utzinound Yoshioka (1939) eine deutliche Kathepsinwirkung der 
Magenkrebsmazeration bei pH 4,0-6,0 festgestellt, die durch Cystein- 
zusatz aktiviert werden konnte, wiihrend die proteolytische Wirkung 
auf Casein oder Gelatine bei pH 2,0 sich als sehr unbedeutend erwies, 
und auch auf die leichte Spaltung des Di- oder Tripeptids wie auch des 
Peptons bei pH 8,0 hingewiesen. Aus diesen Angaben scheint hier in 
Magenkrebsmazeration die katheptische wie ereptische Wirkung in 
hervorragenderem Grade als die Pepsinwirkung aufzutreten und es hat 
den Anschein, als ob das Proteasensystem des Magenkrebses nur wenig 
mit dem Pepsinenzym zu tun hat. 

Was nun den Zusammenhang der Hypernephromproteolyse mit 
der Nierenproteolyse anbelangt, so wissen wir noch weniger. Nach- 
dem Edlbacher et al. (1927)® darauf hingewiesen hatten, dass alle 
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bisartigen Menschen- wie Siiugertumoren, ohne Unterschied ob Krebs 
oder Sarkom, sich durch starke Arginasewirkung auszeichnen, bezie- 
hen sich die Untersuchungen von Waldschmidt-Leitz et al. (1933), 
Edlbacher et al. (1934)°, Minato (1934) und auch von Kaiju 
(1938)” in der Hauptsache auf die Arginasewirkung des Tier- und 
Hiihnersarkoms unter Beriicksichtigung des Zeitverlaufs nach der Imp- 
fung bzw. der Alterung. 

Nach der Angabe von Kaiju (1938)” war die Arginasewirkung 
des Mazerationssaftes des Magenkarzinoms von Menschen viel stiirker 
als die des nichtkarzinomatisen Umgebungsgewebes des Magenkarzi- 
noms und die Arginaseaktivitiét scheint im innigen Zusammenhang 
mit den morphologischen Befunden der Zelltitigkeit zu stehen. 

In vorliegender Arbeit wurde die Arginasewirkung des mensch- 
lichen Sarkomgewebes und des Hypernephroms neben dem Nieren- 
gewebe unter Beriicksichtigung der Manganaktivierung studiert. 
Nach der Angabe von Waldschmidt-Leitz et al. (1933) zeigen 
Kathepsin, Phosphatase sowie die Adenylsiiure- und Guanidindesami- 
dase mit der Alterung der Tumoren (Sarkom Philadelphia 1 und Carci- 
nom Walker 256), der Zunahme an nekrotischem Gewebe in Tumoren, 
eine stetige und bedeutende Abnahme der Enzymmenge, wiihrend die 
Arginasemenge mit steigender Nekrose erheblich zunimmt. 

Unsere Ergebnisse sind kurz zusammengestellt wie folgt. Die ge- 
nuinen Eiweisskirper wie Casein und Mucin wurden durch die Mazera- 
tion des scheinbar intakten Magenschleimhautteils vom Karzinomma- 
gen deutlich bei pH 2,0 angegriffen und das Casein auch bei pH 5,0, 
nicht aber das Mucin (Tabelle I). Die Karzinommasse vermag die Pro- 
teinkérper bei pH 5,0-5,6 noch stiirker abzuspalten, die oberfliichliche 
Schicht derselben nur das Casein bei pH 2,0, nicht aber das Mucin 
(Tabelle I). Diesen Beobachtungen nach scheint die Proteinasewir- 
kung von katheptischer Natur dem Magenkarzinom (Gallertkrebs) 
mehr zuteil zu werden, als die Pepsinwirkung, da eine schwache Spal- 
tung des Caseins bei pH 2,0, nicht aber des Mucins, auch durch das 
Karzinomenzym von katheptischer Natur, das sich durch die optimale 
Wirkung bei pH 5,0-6,0 auszeichnen kann, wenn auch in schwachem 
Grad wie in diesem Beispiel hervorgerufen werden mag. Im Gegen- 
satz zu diesen Ergebnissen trat die Proteolyse bei pH 2,0 durch die 
scheinbar intakte ungebende Magenschleimhaut stark deutlich zutage, 
nicht aber bei pH 5,0, indem gegeniiber der Enzymwirkung bei pH 5,0 
das Mucin widerstand, das sicher durch den Hundemagensaft hydro- 
lysierbar ist (Hirooka, noch nicht veréffentlicht). 
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Was die Sarkomprotease betrifft, so trat die bei pH 7,5 wirkende 
Ereptasewirkung, wie Peptonase und Dipeptidase sehr auffallend in 
Erscheinung, und auch die Kathepsinwirkung fiel bei pH 4,5 positiv 
aus, indem der Cysteinzusatz fast ohne Einfluss auf das Sarkomkathep- 
sin bleibt, und zwar scheint er etwas hemmend auf die Caseinhydrolyse 
einzuwirken (Tabelle IT). 

In einem Beispiel des Hypernephroms kam die Proteasewirkung 
desselben im Vergleich mit dem umgebenden Nierengewebe in Betra- 
cht. Die ereptische Peptonase-wie Katheptasewirkung (Kathepsin im- 
engeren Sinne und katheptische Peptonase) der Nierenmazeration er- 
wiesen sich sehr wirksam und die letztere wurde durch Cysteinzusatz 
deutlich aktiviert (Tabelle II). Die Ereptase wie Katheptase des 
Hypernephroms, das an demselben Nierengewebe angewachsen ist, 
fielen auch positiv aus, wenn auch viel schwiicher als die des Nieren- 
gewebes, indem durch Cysteinzusatz nur die Gelatinehydrolyse besch- 
leunigt wurde, nicht aber die Peptonhydrolyse (Tabelle IV). Fiir diese 
niedrigere Aktivitiit der Hypernephromproteolyse muss man wohl zu- 
erst das Wassergehalt des Hypernephromgewebes berticksichtigen. 

Die Arginaseaktivitiit des Menschensarkoms wie auch die des Hy- 
pernephroms steht im allgemeinen niedrig, jedoch wurde diejenige des 
Sarkoms durch Manganzusatz bedeutend aktiviert (Tabelle V u. VI). 
Die Voilaktivitiit des Hypernephroms erwies sich viel schwiicher als 
diejenige des Nierengewebes. In Voraussetzung des Zusammenhangs 
der Arginaseaktivitiit mit der Zelltiitigkeit, wie darauf schon von K ai- 
ju (1938)” beim Magenkarzinom hingewiesen wurde, kann man hier 
auch gut verstehen, dass das Sarkomgewebe im Gegensatz zu Hyperne- 
phrom ein sehr schnelles Wachstum zeigt. 

Die Asparaginaseaktivitiit des Hypernephroms erwies sich viel 
schwiicher als die des Nierengewebes (Tabelle VIJ). 

Um einen analytisch-chemischen Einblick in das Tumorgewebe zu 
gewinnen, hat der eine von uns (Sugawara) hier die Stickstoffvertei- 
lung im Hydrolysat des wasserunléslichen entfetteten Hypernephroms 
vergleichend mit dem umgebenden Nierengewebe studiert. | In dieser 
Hinsicht haben Utzino und Mitarbeiter (Utzino u. Iida, 1935°; 
Takamatsu, 19359; Utzino u. Shimazu, 1936) iiber die Stick- 
stoffverteilung im Hydrolysat des Tiersarkomgewebes berichtet. In 
den Ergebnissen betreffs der N-Verteilung im Kaninchensarkom (F u- 
jinami-Kato’s Stamm) fanden Utzino und Shimazu (1936) 
keinen besonderen Unterschied zwischen dem Sarkomgewebe und den 
anderen Normalgewebe, wie Leber, Niere, Lunge, Muskel oder Herz- 
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muskel, Das Sarkomgewebe scheint nur einen etwas grisseren Wert 
des Argininfraktion-N (1392) zu zeigen, indem es 602 Monoamino- 
siiure-N, 39¢ Histidin-N oder 994 Lysin-N enthilt. Die hier erzielten 
Ergebnisse zeigen, dass man in der Stickstoffverteilung im untersuch- 
ten Gewebe fast keinen besonderen Unterschied zwischen Nierenge- 
webe und Hypernephrom feststellen konnte, das 1297 Arginin-N, 3% 
Histidin-N und Lysin-N zeigte, wobei letzterer etwas kleiner als 
derjenige des Nierengewebes (622) zu sein scheint. 


Zusammenfassung. 


1) Inder Magenkrebsmazeration (Gallertkrebs) befindet sich die 
Proteinasewirkung, die Casein wie Mucin bedeutend bei pH 5,0-5,6 
anzugreifen, jedoch bei pH 2,0 nicht Mucin sondern nur Casein zu hy- 
drolysieren vermag, wiihrend diese beiden Eiweisskirper durch die 
Mazeration der scheinbar intakten Umgebungsschleimhaut des Magen- 
krebes bei pH 2,0 hydrolysierbar sind, bei pH 5,0 aber nicht Mucin 
sondern Casein. Es hat den Anschein, als ob im Magenkrebsgewebe 
die katheptische Wirkung erheblicher zutage trat. 

2) Im Sarkomgewebe (Spindelzellensarkom) wurde die deutliche 
Ereptasewirkung (Peptonase und Dipeptidase) festgestellt; die Ka- 
thepsinwirkung fiel auch positiv aus. 

3) Im Hypernephrom wurde auch die Ereptase (Peptonase) und 
Katheptase(Kathepsin und katheptische Peptonase) in noch schwiiche- 
rem Grad, als im umgebenden Nierengewebe bestiitigt. 

4) Die Arginaseaktivitiit des Sarkomgewebes wurde durch Man- 
ganzusatz ziemlich verstiirkt; diejenige des Hypernephroms scheint 
aber trotz der Manganaktivierung viel schwiicher als die des Nieren- 
gewebes zu sein, ebenso ist die Asparaginase des Hypernephroms 
schwiicher. 

5) In der Stickstoffverteilung im wasserunlislichen entfetteten 
Gewebe des Hypernephroms und des intakten Nierenteils fanden wir 
fast keinen besonderen Unterschied, indem die Analysenwerte 12% 
Arginin-N, 3° Histidin-N und 4,627 Lysin-N betragen. 

Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Saitoo-Hoonkai ausgefiihrt, 
der wir an dieser Stelle unseren verbindlichsten Dank aussprechen méchte. 
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I. Enzymologischer Teil. 
Tabelle LI. 


Proteasewirkung des Magenkarzinoms. 


Enzym: Als Enzymmaterial steht uns die chirurgisch operierte Magen- 
krebsmasse*’ mit umgebendem Magenteil zur Verfiigung, die makroskopisch in 
einen Krebsteil (Gallertkrebs) und in einen scheinbar gesunden Magenschleim- 
hautteil getrennt und auf die Proteinaseaktivitit bei pH 2,0 und bei pH 5,0 hin 
gepriift wurde. Vondem karzinomatisen Teil wurde die oberflichliche Schicht 
vorsichtig abgetrennt und besonders auf ihre Proteaseaktivitit bei pH 2,0 un- 
tersucht. Je ein Teil Gewebesbrei wurde mit der dreifachefi Volummenge Gly- 
cerin- Wasser (1:1) gut zerrieben, durch Gaze koliert und versucht. 

Versuchsansatz: 20 ccm 19%iger Substratpufferlésung (bei pH 2,0, 5,0 oder 
5,6)+2 com Mazeration der Tumormasse, der Tumoroberflichenschicht oder der 
Magenschleimhaut+ Toluol; digeriert bei 37°C. Zur Kontrolle wurde die En- 
zym-Pufferlésung ohne Substrat digeriert. Nach einer gewissen Digestionszeit 
hat man die Aciditit in 4 cem Digestat nach Sérensen mit 0,1 n-NaOH for- 
moltitriert. Nach dem Abzug der Kontrollwerte sind die korrigierten Werte 
der Aciditiitszunahme des Hauptversuchs in Tabelle angegeben. 


Acidititszunahme in 4 cem Digestat (ecm 0,1 n-NaOH) 


Oberflich- | 
Enzym | Umgebende 
liche Kar- Karzinommasse 
| 
Sub- | | 
Zeit strat Muein Casein) Mucin Casein Mucin Casein) Mucin Casein Mucin Casein 
| 


(Std.) | 


24 


72 


0,5 |—0,1 | 0,5 0,1 0,7 0,2 


120 


*) Fiir die freundliche Uberlassung des Geschwiilstmaterials sind wir Herren Prof. 
Dr. Sk. Sugimura und Prof. Dr. Sh. Sekiguchi in den chirurgischen Kliniken zu 
grossem Danke verpflichtet. 


| | | | 
= | 01 | 01) | O1 | 05 | | 03 
= | o 03) O04 —02 O81 | 0,6 | 0,2 | 0,7 
| | | 


42 T. Hirooka, D. Hiwatasi, T. Sakai, K. Dei u. T. Sugawara 


Tabelle IL. 
Proteasewirkung des Menschensarkoms. 


Enzym: Die operierte Sarkommasse (Spindelzellensarkom) wurde fein 
zerschnitten, mit der 3fachen Volummenge Glycerin-Wasser (1:1) gut zerrie- 
ben und durch Gaze koliert. Die kolierte Mazeration gelangte zur Verwendung. 
Zur Aktivierung des Kathepsins wurden 2 ccm Mazeration mit 2 ccm 0,2 Mol- 
Cystein HCl (neutralisiert) bei 37°C 30 Min. lang behandelt. Zur Kontrolle 
kamen 2 ccm Wasser ohne Cystein zur Beobachtung. 

Versuchsansatz fiir Ereptasewirkung: 5 ccm 0,2 Mol-Diglycinlésung mit 
13 ccm Phosphatpufferlésung (pH 7,5) oder 18 cem 29%iger Peptonpufferlésung 
(pH 7,5) + 2 ccm Sarkommazeration + Toluol. 

Versuchsansatz fiir Kathepsinwirkung: 18 ccm 2%iger Proteinpufferlisung 
(pH 4,5) + 2 ccm Sarkommazeration mit 2 ccm 0,2 Mol-Cystein HCl-Lisung fiir 
Aktivierung oder mit 2 ccm Wasser ohne Cystein fiir Kontrolle + Toluol; dige- 
riert bei 37°C. Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. Aciditiatsbestim- 
mung in 4 ccm Digestat mit 0,1 n-NaOH nach Sérensen. Die korrigierten 
Werte der Acidititszunahme angegeben. 


Acidititszunahme in 4 ecm Digestat (ccm 0,1 n-NaOQH) 


pH pH 7,5 pH 4,5 


Sub- | ohne Cystein H mit Cystein 
Pepton- 
strat Diglycin Witte 

Casein Gelatine Casein | Gelatine 


Zeit (Std.) 


24 —O1 | 0,2 
72 | — 0,4 | 0,1 
| 0,1 


| 
120 | | — 0,4 


Tabelle IL. 
Proteasewirkung des am Hypernephrom anliegenden Nierengewebes. 


Enzym: Das Nierengewebe, das am Hypernephrom anliegend bleibt und 
makroskopisch intakt zu sein schien, wurde mit der 3fachen Volummenge Gly- 
cerin-Wasser (1:1) wie in Tabelle II mazeriert, koliert und gepriift. 

Versuchsansatz: 5 ccm 8%iger Substratlésung + 11 ccm Phosphatpuffer 
+ 2ccm Gewebemazeration mit 2 ccm 0,1 Mol-Cystein oder mit 2 ccm Wasser 
ohne Cystein + Toluol; bei pH 4,5 und bei 37°C digeriert. 

Fiir Ereptase bei pH 7,2 digeriert. Kontrolle wiein Tabelle II. Die korri- 
gierten Werte angegeben. 
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Acidititszunahme in 4 cem Digestat 0,1 n-NaQH) 


b) mit Cystein 


~ Aktivie- 
| rang! a) ohne Cystein 


Zunahme durch 
Aktivierung (b-a) 


24 72 #120 


| 
rang | 
| 


j 
pH | Zeit 

(Std.)} 22 72 120 

| Substrate | 


0,45 0,98 1,12 0,52 1,22 1,65 


Gelatine C 


Pepton K 0,58 0,77 1,00 0,72 0,97 1,80 


24 72 120 


| 0,07 0,24 0,53 


| 0,14 0,20 0,30 


7,2 Pepton K 0,88 1,10 1,08 | 


Tabelle IV. 
Proteasewirkung des Hypernephroms. 


und untersucht. 


bei 37°C. 


belle ITT. 


| 


Enzym: Das nephrektomierte Hypernephromgewebe wurde mit der 3- 
fachen Volummenge Glycerin-Wasser (1: 1) gut zerrieben, durch Gaze koliert 


Versuchsansatz: 5 ccm 8% Substratlésung + 11,0 cem Phosphatpuffer + 
2 ccm Mazeration mit 2,0 cem 0,1 Mol-Cysteinlésung (bei pH 6,0 und 37°C 30 
Min. aktiviert) oder + 2,0 com Mazeration mit 2,0ccm Wasser ohne Cystein 
(bei pH 6,0 und 37°C 30 Min. aufbewahrt.) + Toluol; digeriert bei pH 4,5 und 


Fiir die Ereptase-Probe wurde der Ansatz ohne Cystein bei pH 7,2 unter 
Toluol bei 37°C digeriert. Kontrolle mit Enzympuffer ohne Substrat wie Ta- 


Formoltitration in 4 ccm Digestat. Die korrigierten Werte angegeben. 
Aciditiitszunahme in 4 ecm Digestat (ecm 0,1 n-NaQH) 


b) mit Cystein 


Aktivie- 
a) ohne Cystein 


Zunahme durch 
Aktivierung (b-a) 


| 
| 24 120 


Tabelle V. 


Arginasewirkung des Menschensarkoms. 


(Std.)! 24 72 120 | 120 
| Substrate | 
Gelatine C | 0,08 0,10 oe | 0,23 0,48 0,58 0,15 0,38 0,36 
4,5 | | 
Pepton K | 0,33 0,50 0,55 | 0,23 0,40 0,47 —0,10 —0,10 —0,08 
| | 
7,2 Pepton K | 0,53 0,83 0,77; — — 


Enzym: Ebenso wiein Tabelle II. Die Arginasebestimmung wurde in der 
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Weise ausgefiihrt, wie sie in der Abhandlung von Tomota (1940)"” beschrie- 
ben ist. 

Versuchsansatz: 3cem Argininchlorhydratlésung (Titer=28,8 cem 0,02 
n-H,SO,) + 2 cem Sarkommazeration mit 1 ccm 3/400 Mol-MnSO,-Lésung oder 
1 cem Wasser ohne MnSO, + 9 cem 0,1 Mol-Glycin-NaCl-NaOH-Puffer + To- 
luol; bei 37°C 24 Stunden lang digeriert. Umpufferung (pH 7,0) und Urease- 
zerlegung (1 Stunde lang) und dann Ammoniakbestimmung nach F olin. 

Kontrollversuche mit Sarkommazeration mit Puffer ohne Arginin, Nach 
Abzug der Kontrollwerte sind die korrigierten Werte des Siiureverbrauchs zur 
Neutralisation des Ammoniaks in Tabelle angegeben. 


Zunahme des Siureverbrauchs 


cem 0,02 n-H,SO, Spaltung 


ohne MnSO, 0,9 3,3 


mit MnSO, 16,6 59,9 


Tabelle VI. 


Arginasewirkung des Hypernephroms und des Nierengewebes des Menschen. 


Enzym: Ebenso wie in Tabelle III und IV. Die Arginasebestimmung 
auch wie in Tabelle V. 

Versuchsansatz: 1 ccm Gewebemazeration mit 1 ccm Wasser oder mit 1 
ecm 0,005 Mol-MnSO,-Lésung + 4 ccm Argininchlorhydratlésung (Titer 46,8 
ecm) + 9 cem 0,1 Mol-Glycin-NaCl-NaOH-Puffer (pH 9,2) + Toluol; digeriert 
bei 37°C 24 Stunden lang. Umpufferung und Ureasewirkung bei pH 7, (1 
Stunde), Ammoniakbestimmung nach Folin. Die Angabe korrigiert wie in 
Tabelle V. 


Zunahme des Siureverbrauchs 


Enzymlésung | ohne MnsSO, mit MnSO, 
| com | 
0,02 n-H,SO, 0,02 n-H,SO, 


Nierengewebe 18,15 38,8 33,35 71,3 


Hypernephrom 4,35 9,3 12,35 26,4 


Tabelle VII. 


Asparaginasewirkung des Hypernephroms und des 
Nierengewebes des Menschen. 


Fnzym: Ebenso wie in Tabelle If u. TV. Die Asparaginasebestimmung 
wurde in der Weise ausgefiihrt, wie in der Arbeit von Hiwatasi (1941)" an- 
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gegeben ist, und der Siureverbrauch zur Neutralisation des nach Folin de- 
stillierten Ammoniaks in cem 0,02 n-Schwefelsiiure angegeben. 
Versuchsansatz: 1cem 0,1 Mol-Asparaginlésung + 2 eem Gewebemazera- 
tion + 10 cem Phosphatpuffer (pH 7,5) + Toluol; digeriert bei pH 7,5 und bei 
37°C 24 Stunden lang. 
Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Asparagin. Abzug des Kontrollwertes. 
Die Tabellenangabe korrigiert. 


Siureverbrauch 


Enzymliésung eem 0,02 n-H.SO, Spaltung % 


Nierenge webe 


Hypernephrom 


Il. 
Tabelle VIII. 


Stickstoffverteilung im wasserunlislichen entfetteten Gewebe des 
Hypernephroms und des intakten Nierenteils. 


Analytischer Teil. 


Die Verteilungsanalyse des Hydrolysats des menschlichen Gewebes wurde 
nach der Vorschrift von Utzino u. Shimazu (1936) und von Chen (1939) 


ausgefiihrt. 


Ilypernephrom Nierengewebe 


N mg in in N mg in in 

H-Fraktion 2,0881 ¢ Gesamt-N 1,9965 ¢ Gesamt-N 
Gesamt-N 288.4 | 13,81 100,00 319,20 15,99 100,00 
Ammoniak-N 0,92 3,05 20,3: 1,02 


Humin-N 6,96 0,33 2,41 5,23 0,26 1,64 


Monoamino- | 
shure-N 188,18 | 9,01 65,25 197,50 61,87 


Purin-N 3,20 0,15 1,11 5,19 0,26 1,63 


3,35 8,01 0,40 2,51 


Histidin-N 9,66 0,46 


Arginin-N 25,62 1,71 12,35 38,93 1,95 12,20 


Lysin-N 13,26 064 | 4,60 1918 | 0,96 6,01 


Summe 276,06 13,22 95,72 294,37 14,74 92,23 


4 
2 
r 
)- 
h 

1,85 

0,50 10% 

| 


Uber das Verhalten des Pyrrolidoncarbonsaureamids gegeniiber 
Gewebeenzym und Bakterienenzym. 
Anhang: Zur Kenntnis der Biuretreaktion. 


Von 
Senzi Utzino, Daizi Hiwatasi und Kimio Osima. 
(Ay BF WE HK) (K 3) 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinisehen 
Fakultét der Kaiserlichen Tohoku-Universitit, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


In Bezug auf die Spezifitiit der Glutaminase, die man in der Haupt- 
sache sehr reich an Nierengewebe des Kaninchens und des Meersch- 
weinchens hilt, hat Krebs (1935)” die Resistenz des Benzoyl- wie 
Phenacetylglutamins gegeniiber Rattenhirnextrakt beobachtet, wiih- 
rend Iso-Glutamin nur in geringerem Grad dadurch desamidiert wurde. 
Glutaminylglutamin und Glutaminylglycin widerstanden auch der Glu- 


taminasewirkung von Rattenhirnextrakt. Nach der Feststellung von 
Ishiyama (1933), dass die Pyrrolidoncarbonsiiure und ihr Amid den 
Verdauungsenzymen wie Pepsin, Trypsin oder Erepsin gegeniiber wi- 
derstanden, hat Suzuki (1936)® beobachtet, dass Pyrrolidoncarbon- 
siiureamid wie Glycylasparagin, Anhydroglycylasparagin und auch 
Glukosamin durch den mit Kaolin behandelten Pressaft der Kalbsleber 
unter Ammoniakabspaltung angegriffen wurden, wiihrend der Leber- 
extrakt, der das Asparagin hydrolysieren konnte, auf das Pyrrolidon- 
carbonsiiureamid ganz und gar unwirksam war, und der Autor zu dem 
Schluss kam, dass das Pyrrolidoncarbonsiiureamid durch die Aspara- 
ginase nicht hydrolysierbar ist, wohl aber durch das andere Organfer- 
ment. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir das Verhalten des Pyrroli- 
doncarbonsiiureamids gegentiber Enzymwirkung der Gewebe und der 
Wasservibrionen vergleichend studiert, die das Asparagin deutlich des- 
amidieren konnten (Hiwatasi, 1941; Osima, noch nicht veriffent- 
licht). Da die Amidbindung des Pyrrolidoncarbonsiiureamids, beson- 
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ders in einer stirkeren Konzentration, durch die schwach alkalische 
Lésung (z. B. K,CO,), wenn auch in schwachem Grad, hydrolysierbar 
sein kann, hat man auf die Konzentration wie auch auf die Kontroll- 
werte Riicksicht genommen. Die Ergebnisse zeigen keine Ammoniak- 
abspaltung aus dem Amid durch Gewebesmazeration, wie schon von 
Suzuki (1936)® berichtet worden ist. 

In den Versuchen mit Vibrionenenzym scheinen einige Stiimme 
die Ammoniakabspaltung aus Pyrrolidoncarbonsiureamid zu beschleu- 
nigen. Die stiirkste Spaltung zeigt das Trockenpriiparat des Stamms 
Nr. 3, Nr. 7 oder Nr. 12, wiithrend der Stamm Nr. 11 ohne Einfluss auf 
das Amid blieb. Die stiirkere Wirkung des Trockenpriiparats mag 
sich vielleicht auf die griéssere Menge Enzym als auf die des Autoly- 
sats beziehen. 

Anhang: Was die Bedingungen der Biuretreaktion anbelangt, 
so Wissen wir, dass nach den Schiffschen Grundtypen(1898)° die Ver- 
bindung, welche die Biuretreaktion gibt, im Molekiile mindestens 2 
Gruppen, -CONH., -CSNH,, -C(NH)NH, zum Teil auch -CH,NH, in 
bestimmter Kombination enthalten muss, und zwar diese Gruppen 
direkt zu zweien durch ihre Kohlenstoffatome oder durch ein drittes 
Atom Kohlenstoff oder Stickstoff verketten diirfen. Aus weit ausge- 
fiihrten Beobachtungen iiber verschiedene Kérper kam Tomita (1923, 
1930, 1931)® zur Schlussfolgerung, dass diejenigen Verbindungen die 
Biuretreaktion zeigen kinnen, die im Molekiile mindestens einen end- 
stiindig oder mittelstiindig liegenden Aminooxyiithylenrest besitzen. 
Wie der Versuchsteil zeigt, konnten wir hier anliisslich der Versuche 
feststellen, dass das Pyrrolidoncarbonsiiureamid, welches zuerst von 
Menozzi und A ppiani (1894)” und dann von Fischer und Bihner 
(1911) und ferner von Abderhalden und Rossner (1926) darge- 
stellt, aber nie auf seine Reaktion hin gepriift wurde, mit Lauge und Kup- 
fersulfat eine intensiv rote Fiirbung wie Biuret oder Peptonkérper gibt. 

Obwohl das Asparagin nach der Angabe von Schiff (1898) der 
Biuretreaktion zugiinglich ist, wissen wir aber nichts Weiteres betretts 
der Reaktion des Pyrrolidoncarbonsiiureamids in der Literatur. An- 
dererseits fanden wir, dass das Glycinanhydrid mit Lauge und Kupfer- 
sulfat eine blauviolette Fiirbung, wenn auch in schwiicherem Grad als 
das Amid, zeigt, wie aus der analogen chemischen Gruppe erwartet. 

Auf Grund dieser Beobachtungen michten wir als Gesetzmiissig- 
keit ableiten, dass fiir den positiven Ausfall der Biuretreaktion in Poly- 
peptiden, wie in Tripeptiden und auch in Acyldipeptiden wohl die 
Gruppe -HN-CO-CH-NH-CO- verantwortlich sein diirfte. Was die 
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Reaktion des substituierten Kérpers anbetrifft, werden die Unter- 
suchungen weiter fortgefiihrt. 
Die folgenden Verbindungen zeigen die Biuretreaktion : 


Benzoyldiglycin (Imai, 1924)" 
Pyrrolidoncarbonsiiureamid H H 
! I 
C,H,CO-NH-CH-CO-NH-CH-COOH 


| H Chloracetyldiglycin 
H H 
CO-NH-CH-CO-NH 


CH,Cl-CO-NH-CH-CO-NH-CH-COOH 


Givcinanhvdrid v-Bromisocapronyldiglycin 
H H 


NH-———-CO C,H,-CHBr-CC )-NH-CH-CO-N H-CH-COOH 
Leucyldiglycin 
HCH HCH NH, H H 
| C,H,-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-COOH 


CO——NH Leucylglycylphenylalanin (,3) 
N 2 H 5 
Asparagin (Schiff) C,H,-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CH,-COOH 
NH, Diglycylphenylalanin 

NH,-CO-CH,-CH-COOH H C,H, 
CH,-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CH,-COOH 
Versuchsteil. 

Pyrrolidoncarbonstureamid. 


Das Pyrrolidoncarbonsiiureamid wurde nach der Vorschrift von 
Menozzi und A ppiani (1894)? und auch von Fischer und Béhner 
(1911)®* hergestellt. Zuerst wurde das Glutaminsiiureesterchlorhydrat 
auf iibliche Weise bereitet und schmolz bei 95-96° C. 

4 g Glutaminsiiureiithylesterchlorhydrat wurden dann in 60 ccm 
absolutem Alkohol gelist, mit trockenem NH,-Gas unter Eiskiihlung 
gesiittigt und 2 Tage in Raumtemperatur stehen gelassen. Das von 
ausgeschiedenem Niederschlag abfiltrierte Filtrat wurde unter vermin- 
dertem Druck stark eingeengt. Die dabei ausgeschiedene mit Ch- 
lorammon beigemengte Kristallmasse wurde aus heissem Wasser um- 
kristallisiert. Die derben Kristalle sind léslich im heissen Alkohol 
und Wasser, schwerer aber in kaltem Alkoholund Wasser und reagieren 
neutral gegen Lakmus. Sie zeigen positive Biuretreaktion, indem 
sie mit Lauge und Kupfersulfat eine rote Fiirbung geben, nicht aber 
Ninhydrinreaktion. Beim Zufiigen mit Nessler Reagens trat keine 
rote Firbung auf, jedoch machte sich mit der Zeit die rote Fiirbung 


San 
q 
, 
= 


49 


Pyrrolidoncarbonsiureamid und Enzym 


bemerkbar. Die Substanz ohne Kristallwasser schinolz bei 158° C 
(nach Sintern gegen 100° C). 
Analyse: 277,8 mg Substanz (lufttrocken) verloren bei 100° C (Vakuum) 
33,4 mg an Gewicht. 
Ber. fiir C,H,N,O,,H,O (Mol.-Gew. 146,10) H,O 12,33 94 
Gef. H,O 12,02 04. 
19,4 mg Substanz (lufttrocken) 13,2 cem 0,02 n-H,SO, (Kjeldah1}) 
Ber. fiir C,H,N,O,-H,O (Mol.-Gew. 146,10) N 19,18 9 


Gef. N 19,05 04. 
22.7 mg Substanz (bei 100°C in Vak, getrockent) 17,38 cem 0,02 n-H,SO, 
(Kjeldahl) 
Ber, fiir C,H,N,O, (Mol.-Gew. 128,08) N 21,88 
Gef. N 21,44 2%. 


1,000 g Substanz, in der kein Aminostickstoff nach Van Slyke 
nachweisbar ist, wurde in 20 cem n-H,SO, aufgelist, 6 Stunden lang 
auf dem Wasserbade am Riickfluss erhitzt und mit Wasser genau auf 
100ccm gebracht. Das Hydrolysat zeigte nicht mehr Biuretreaktion, 
jedoch positive Ninhydrinreaktion. 

Analyse: 5,0 cem Hydrolysat (= 0,05 g Substanz) verbrauchten 17,08 cem 
0,02 n-H,SO, zur Neutralisation des nach Folin abdestillierten Ammoniaks, 

Ber. fiir C,H,N,O,-H,O (Mol.-Gew. 146,10) NH,-N 9,59 62 
Gef. NH,-N 9,57 2. 
Tabelle I. 
Verhalten des Pyrrolidoncarbonsiureamids gegeniiber Leber- und 
Hirnmazeration. 

Enzym: Kaninchen-, Schweins- oder Krebsleberbrei oder Schweinsge- 
hirnbrei wurde mit der 3fachen Volummenge Glycerinwasser (1:1) gut zer- 
rieben, durch Gaze koliert und gepriift. Die Mazeration hat man unter Toluol 
im Eisschrank aufbewahrt. Uber die Asparaginase-Aktivitiit dieser Gewebe- 
mazeration ausser Krebsleber wurde schon vom einen von uns berichtet (Hi- 
watasi, 1941)". 

Versuchsansatz: 1 ecm 0,1 Mol-Pyrrolidoncarbonsiureamidlésung (oder 
0.1 Amid)+2 cem Enzymlésung+10 Phosphatpufferlésung von pH 7,5 +- 
Toluol; digeriert bei 37°C 72 Std. Nach 72stiindiger Digestion wurde das 
gebildete Ammoniak in 0,02 -H,SO, nach Folin abdestilliert. Der Wert des 
Siureverbrauchs in Kontrollversuchen wurde von dem des Hauptversuchs ab- 
gezogen und diese korrigierten Werte sind in Tabelle angegeben. 


Siureverbrauch (cem 0,02 n-H,SO,) 


Leber Gehirn | Veber Grossbirn  Kleinhirn 
| leem 0,1 Og O,lg 
Amidlisung Amidlésung Amid Amid Amid | 0,1 Amid 


0 0 


0 


0 


0 0 0 
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Tabelle IL. 


Verhalten des Pyrrolidonearbonsdureamtids gegeniiber Wasservibrioenzym. 


Autolysat: Die aus Plattagarkulturen (1 Tag) gesammelten frischen 
Bakterien wurden im 3fachen Volumen Wasser suspendiert und unter Zusatz 
von Toluol bei 37°C 1 Tag lang unter zeitweiser Schiittelung digeriert und 
dann abzentrifugiert. Dieses zentrifugierte Autolysat wurde als Enzymlisung 
bei den Versuchen angewendet. 

Trockenpriiparat: Bei den anderen Versuchen wurden die aus Massen- 
kulturen auf Plattagar gesammelten Bakterien mit Aceton und Ather behan- 
delt und iiber SO,H, im Exsikkator getrocknet. 4g Trockenpulver wurden mit 
100 ccm Glycerinwasser (1:1) im Mérser gut zerrieben und verwendet. Be- 
treffs der Asparaginaseaktivitit dieses Autolysats und des Trockenpriiparats 
ist eine Bestitigung von einem von uns erfolgt (Osima, noch nicht veriffent- 
licht). 

Versuchsansatz: 0,1 g Substrat+3 ccm zentrifugiertes Autolysat der 
frischen Vibrionenleiber oder Mazeration des trocknen Vibrionenpulvers+10 
ecm 1/15 Mol Phosphatpuffer+Toluol; digeriert bei 37°C. Nach 3 Tagen 
wurde das gebildete Ammoniak nach Folin mit 0,02 n-SO,H, wie in Tabelle 
I bestimmt. 

Kontrolle mit Enzympuffer ohne Substrat oder mit Substratpuffer ohne 
Enzym. 

Diese Kontrollwerte wurden von denjenigen des Hauptversuchs abgezo- 
gen und die korrigierten Werte in Tabelle angegeben. 


Siureverbrauch (cem in 0,02 n-SO,H,} 


der Wasservibrionen 


pH* 


Trockenpriparat Autolysat 


Nr. | 6,6 
Nr. 2 (Vib. Dunbar) | 8,0 
Nr. : | 7,6 
Nr. 
Nr. 


SS 


0,90 (2,7 2%) 
0,30 (0,9 22) 
0,20 


| 
0,20 (0,6 26 


© \8 40 


cr 


0,60 
0,90 


| 
| 


a 


| 1,90 


* Die hier versuchte Reaktion entspricht dem Optimal-pH der Asparaginase-Akti- 
vitiit der entsprechenden Vibrionen (nach Osima). 


Zusammenfassung. 


1) Das Pyrrolidoncarbonsiiureamid widersteht der Enzymwir- 
kung von Schweinsleber, -hirn und -diinndarm, Kaninchenleber und 
-hirn und Krebsleber, wiihrend das Vibrionenenzym die Ammoniakspal- 
tung aus dem Amid zu katalysieren scheint. 


| 

50 

1,60 ( 4, 
3,00 ( Sm) 
440 
re 1,05 ( 3, ) 0 

7 9,0 | 4,50 (13, ) 0 

Nr. 8 86 2,50 ( (1,8 22) 
ae Nr. 10 8,6 2,20 ( 6, ) (2,7 2) 
ae : Nr. 12 8,0 | 4,35 (12,7 2.) (5,6 92) 


Pyrrolidoncarbonsaiureamid und Enzym 


2) Da das Pyrrolidoncarbonsiiureamid und das Glycinanhydrid 
die Biuretreaktion geben kinnen, diirfte die Annahme erfolgen, dass 
die Gruppe -HN-CO-CH-NH-CO- fiir den Reaktionsausfall in Poly- 
peptiden wie in Tripeptiden verantwortlich sein kann. 
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Kaninchenversuche iiber die vitale Farbstofispeicherung 
der ausdifferenzierten Zellen ektoder- 
malen Ursprungs im Auge. 


Von 
Kimiho Irinoda. 


(Aus der Universitdts-Augenklinik in Sendai. 
Direktor : Prof. Dr. Y. Koyanagi.) 


Nach den Angaben in der Literatur ist die tiberwiegende Mehr- 
zahl von Forschern der Ansicht, dass die vitale Fiirbung mit sauren 
Farbstoffen und Phagocytose, im Grunde genommen, miteinander 
gleichgesetzt werden kinnen. Kiyono*® und seine Schule™ stehen 
trotzdem nach wie vor fest auf dem Standpunkt, dass zwischen diesen 
beiden Vorgiingen eine strenge Unterscheidung aufgestellt werden 
iniisse, zumal deshalb, weil die saure Vitalfiirbung der epithelialen 
Zellen im Plexus chorioideus, Hypophysenvorderlappen, Epithelkirper 
und in der Nebenniere einen ganz anderen Charakter triigt, als die 
Farbspeicherung der phagocytierenden Zellen mesodermalen Ursp- 
rungs, wie Goldmann”, Schulemann™, vy. Méllendorff® bereits 
darauf hinwiesen. 

Auch iiber die Genese und Natur der sauren Vitalfiirbungsgranula 
in verschiedenen Zellen fehlt noch eine stichhaltige Erklirung, obwohl 
mancher Weg zur Lisung beschritten ist. Gewisse Autoren, wie 
Goldmann®, Pappenheim und Nakano, Tschaschin”®, Ar- 
nold”, Kiyono®, Levi und Bucciante™ halten fiir die Farbstoff- 
triiger priiformierte Zellstrukturen, wie Plastosomen, Mitochondrien, 
auch aus ihnen entstehende Sekrettropfen in bestimmten Zellen, so 
dass man bei dieser Auffassung folgerichtig von einer granuléiren An- 
firbung der Zellen sprechen darf. Demgegeniiber gab v. Méllen- 
dorff'® schon friiher an, dass die sauren Farbgranula wesentlich als 
vakuoliire Gebilde betrachtet werden mitissen, denn die jungen Granula 
sind stets homogen und durchsichtig oder nur ganz schwach gefiirbt; 
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im Laufe der weiteren Farbstoffeinwirkung nimmt die Zahl, die Grisse 
und die Farbdichte der Granula bedeutend zu. Die v. Méllendorff- 
sche Ansicht gewinnt eine immer griéssere Anhiingerschaft. Auch 
Schulemann sprach sich bereits entschieden dahin aus, dass es sich 
bei der Vitalfiirbung mit sauren Farbstoffen keineswegs um die Darstel- 
lung priiformierter Granula, sondern gewiss um vakuoltire Farbspeiche- 
rung, die unter dem Einfluss der diffus in das Protoplasma der Zellen 
gelangenden Farbstofflésung erst entstehen. Ob die speichernden 
Vakuolen hier, wie v. Méllendorff vermutet, stiindig vorhanden sind 
und nur erst durch die Farbstoff beladung deutlich werden, liisst sich 
dennoch an Hand der morphologischen Untersuchung nicht mit Sich- 
erheit entscheiden. 

Es wurde ferner von Aschoff® hervorgehoben, dass nur mesen- 
chymale Zellen eine besonders starke Farbspeicherung aufweisen, wiih- 
rend die epithelialen Zellen wegen der geringgradigen Farbspeiche- 
rung in den Versuchen iiber saure Vitalfiirbungen kaum in Betracht 
kommen. Demgegeniiber hat Wallbach*™ die Ansicht geiiussert, 
dass ein Unterschied zwischen epithelialen und mesodermalen Zellen 
beaiiglich der Farbspeicherung nicht gemacht werden darf, da sich die 
Nieren- und Leberepithelien, sogar auch die epithelialen Zellen in der 
Lunge bekanntlich durch eine bedeutende Aufnahme von manchen 
sauren Farbstoffen auszeichnen. Allerdings ist die Frage heute noch 
zu diskutieren, ob auch die saure Vitalfiirbung dieser epithelialen Zel- 
len je mit differenzierender Entwicklung, wie die der mesenchymalen 
Zellen, iiberhaupt als Ausdruck ihrer phagocytierenden Tiitigkeit auf- 
zufassen ist. . 

Von den in Rede stehenden Aufgaben ist der ophthalmologische 
Kreis, soweit mir die Fachliteratur zugiinglich ist, bisher ziemlich 
weit entfernt, vielleicht aus dem Grunde, dass fast: siimtliche Gewebs- 
zellen im Auge, mit Ausnahme der Histiocyten im Uveatraktus, tiber- 
haupt nicht befiihigt sind, in die Blutbahn eingefiihrte saure Farbstoffe 
jeder Art aufzunehmen. Wir wissen dennoch aber sehr wohl, dass bei 
der Farbstoffzufuhr in die hintere Kammer oder den Glasskérper die 
ciliaren Epithelien sowie die retinalen Pigmentepithelien in normalen 
Verhiiltnissen stets schine distinktgefirbte Granula erkennen lassen. 
Die Farbgranula der ersteren lassen sich dabei mit aller Wahrschein- 
lichkeit fiir priiformierte Gebilde, wie Mitochondrien oder daraus ent- 
stehende Sekrettropfen, halten. Beziiglich der Farbspeicherung der 
tetinalen Pigmentepithelien hat man es nach Koyanagi! mit einem 
phagocytierenden Vorgang zu tun, wie es gerade bei der Aufnahme 
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von Tuschekirnchen der Fall ist. 

Wohl mit Recht hob Schulemann™ hervor, dass die lokale Ip- 
jektion von sauren Farbstoffen, wie gerade bei der intravitrealen Zu- 
fuhr, wesentlich mit der allgemeinen identisch sein muss; denn die 
erste Bedingung fiir die Farbspeicherung liegt darin, dass der Farbstoff 
stets zu den vitalfiirbbaren Zellen gelangt und mit diesen in direkte 
Beriihrung tritt. Dementsprechend befasste ich mich zuniichst mit der 
Frage, ob und inwieweit die ausdifferenzierten Epithelzellen im Auge 
bei der sauren Vitalfiirbung mit Trypanblau auf dem Wege der intra- 
okularen Fliissigkeit mikroskopisch sichtbare funktionelle Unter- 
schiedlichkeiten untereinander darstellen lassen. Wenn auch die vitale 
Farbspeicherung, die auf diese Weise ausserordentlich lange bestehen 
bleibt, hier kein streng physiologisches Bild der einzelnen Zellen gibt, 
so erbrachten meine Versuche auf diesem Gebiet, die zum grissten 
Teil an albinotischen Kaninchen angestellt wurden, durchaus beach- 
tenswerte Resultate, die m. E. auch ausserhalb des engen Kreises der 
Fachophthalmologen Anspruch auf Interesse erheben diirften, um un- 
sere Anschauungen iiber das Wesen der sauren Vitalfiirbung zu erwei- 
tern und zu vertiefen. Ich michte nun im folgenden besonders merk- 
wiirdige Befunde, in denen gewisse, nicht unerhebliche Anhaltspunkte 
auch fiir die richtigere Beurteilung der Natur und Genese der Farb- 
speicherung in den epithelialen Zellen gefunden werden, zusammen- 
fassend anfiihren. 


Die retinalen Pigmentepithelien. 


Es ergab sich bereits aus den Kaninchenversuchen von Oguchi 
und Majima!”, dass bei der intravitrealen Einspritzung einer etwas 
dickeren Lithioncarminliésung, die eine Endophthalmitis miissigen 
Grades hervorzurufen pflegt, die retinalen Pigmentepithelien, die sich 
dann freilich in einem gewissen Reizzustand fanden, gelegentlich eine 
feinkérnige Farbspeicherung erkennen lassen. Nach Koyanagi" 
zeigten sie auch bei der Tolidinblauzufuhr* in den Glaskirper schine 
Firbungsbilder, die von ihm dabei als Beweis fiir ihre aktive Lebens- 
tiitigkeit angegeben wurden. Es ist jedenfalls nicht mehr zu bezwei- 
feln, dass das retinale Pigmentepithel wesentlich befihigt ist, drtlich 
applizierte saure Farbstoffe aufzunehmen. Es handelt sich hier offen- 
bar um eine Art der vitalen Fiirbung, deren Natur und Genese jedoch 
bisher nicht einwandfrei aufgekliirt sind. Denn es gibt bekanntlich 


*) Das Tolidinblau ist nach der physikalischen Kigenschaft mit dem Trypanblau 
identisch. 
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gewisse ektodermale Epithelzellen mit innerer Sekretion, bei denen 
die stattgefundene Granulafiirbung mit sauren Farbstoffen, wie ge- 
sagt, gewissermassen inerklich von der iiblichen, als Phagocytose zu 
betrachtenden Farbspeicherung in den iibrigen Zellen mesenchymalen 
Ursprungs abgewichen zu sein scheint. Das retinale Pigmentepithel, 
dessen phagocytierende Wirkung mit amiboider Beweglichkeit schon 
seit alters her bekannt ist, ist gewiss auch mit einer innersekretori- 
schen Funktion verbunden in dem Sinne, dass die Erniihrung der iius- 
seren Netzhautschichten normalerweise direkt von ihm besorgt wird. 
Bei dieser Auffassung ist es in. E. von grossem Interesse, die Entste- 
hungsgeschichte der sauren Farbgranula in den retinalen Pigmentepi- 
thelien zeitlich genau zu verfolgen und mikroskopisch klar darzustel- 
len. Zugleich muss man dabei freilich besondere Riicksicht auch auf 
die von Koyanagi’ festgestellte Tuschespeicherung derselben neh- 
men, die ich hier wiederum der ergiinzenden Nachpriifung unterzog, 
und im Vergleich mit der eigentlichen Vitalfiirbung heranziehen. 

In diesem Zusammenhang erscheint es wohl gerechtfertigt, zu- 
niichst einmal zu fragen, wie sich das retinale Pigmentepithel bei der 
intravitrealen Zufuhr von Tuschesuspension verhiilt. Meine an albino- 
tischen Kaninchen angestellten Versuche hierzu wurde in der Weise 
ausgefiihrt, dass eine zweckmiissig hergestellte Aufschwemmung von 
iiusserst feinen Tuschekirnern in einer geeigneten Dosis nach der vor- 
ausgegangenen Punktion des Kammerwassers in den Glaskiérper ein- 
gefiihrt wurde. 

Ks ist von vornherein leicht begreiflich, dass die intravitreal inji- 
zierte Tuschesuspension, die wohl Gelatine als Schutzkolloide enthiilt, 
hier wegen der mangelhaften Diffusibilitit iiberhaupt sehr schwer, ja 
fast unmiglich durch die unversehrte Netzhaut hindurch in direkten 
Kontakt mit den retinalen Pigmentepithelien gebracht werden kann. 
Die Netzhaut ist dennoch aber in der Tat bald nach der Tuscheinjektion 
an verschiedenen Stellen stark geschiidigt und teilweise auch zerfallen, 
ohne yon entziindlichen Erscheinungen begleitet zu sein. Auf diese 
Weise kinnten sich die zugefiihrten Tuschekiérnchen relativ leicht 
auch in den subretinalen Raum verbreiten, was freilich eine erste Auf- 
nahmebedingung sein muss. So konnte ich nun feststellen, dass die 
retinalen Pigmentepithelien schon 6 Tage nach der intravitrealen Ein- 
gabe, wie Koyanagi erfuhr, mit Tuschekérnchen merklich beladen 
sind, sicher ein Vorgang, der von alters her als Phagocytose bekaunt 
ist. Diese Erscheinung zeigt sich aber doch nicht in der ganzen Aus- 
dehnung der Pigmentepithelschicht gleichmiissig, sondern in meisten 
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Versuchsfiillen mehr auffallend in der Niihe der Papille, besonders un- 
terhalb derselben, nicht selten auch irgendwo, auf eine relativ ktirzere 
Strecke beschriinkt. Freilich nahmen die Pigmentepithelien stets an 
Stellen, wo die dariiberliegende Netzhaut durchbrochen ist, viel reich- 
lichere Tuschekérnchen auf, als an den iibrigen. In ein und demselben 
Priiparat zeigen einzelne Pigmentepithelien demnach Grtlich einen 
wechselnd grossen Gehalt an Tuschekérnchen, véllig unabhingig vom 
Zeitintervall nach der Zufuhr, eher hauptsiichlich durch einen Verbrei- 
tungszustand der Tuschesuspension im subretinalen Raum bedingt. 
Man sieht dennoch unmittelbar unter dem Mikroskop niemals Tusche- 
kérnchen direkt an der Oberfliiche der Pigmentepithelien anlagern. 
Bereits in die Zelle abgelagerte Tuschekérnchen sind im Anfang 
ganz spiirlich und iiusserst fein; im weiteren Verlauf nehmen sie aber 
an Zahl und Grisse bedeutend zu. Die Gréssenzunahme der einzelnen 
Kérnchen in derselben Zelle geht dabei nicht selten ziemlich wechselnd 
vor sich. Es ist ferner beachtenswert, dass die aufgenommenen Tusche- 
kérnchen sehr geneigt sind, im retinalwiirts zugewandten Abschnitt 
der Epithelzellen sich anzuhiiufen, was vielleicht darauf beruht, dass 
die injizierte Tuschesuspension hier nur mit ihrer inneren Oberfliiche 
in direkte Beriihrung gebracht wurde. Nicht selten finden sich die Tus- 
chepartikelchen freilich auch mehr gleichmiissig im Protoplasma ver- 
teilt. Entsprechend der zunehmenden Tuschespeicherung vergrissern 
sich die Epithelien gewissermassen merklich und dann fast regelmiissig 
nach innen flach, hiiufig auch kuppelférmig vorgewélbt; die Zellkerne 
sind aber nicht verlagert und stets von normaler Gestalt (Abb. 1). Die 


Abb. 1. Tuschephagocytose der retinalen Pigmentepithelzellen. 


Pigmentepithelien, die mit relativ gréberen Tuschekérnchen ganz tiber- 
miissig beladen und stark abgerundet sind, sind stellenweise auch schon 
in den subretinalen Raum abgestossen, um sich weiter in eigentliche 
Makrophagen zu verwandeln. Die phagocytiire Funktion ist zweifellos 
eine der bei diesen Pigmentepithelien ganz besonders ausgeprigten Ei- 
genschaften. Es ist durchaus beachtenswert, dass die Tuschephagocy- 
tose der retinalen Pigmentepithelien bei meiner Beobachtung fast im- 
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mer in viel bedeutenderer Weise vor sich gegangen ist, als die der Glia- 
zellen in der benachbarten Netzhaut. 

Nun gehe ich weiter zur Besprechung der eigentlichen Farbstoff- 
speicherung der retinalen Pigmentepithelien tiber. In einer grossen 
Anzahl von ebenfalls nicht pigmentierten, gut ausgewachsenen Kanin- 
chen wurde am besten 0,2 ccm von einer 0,25 %igen Trypanblaulésung 
in den Glaskérper nach der Entleerung des Kammerwassers eingefiihrt. 
Der so behandelte Bulbus, besonders dessen hinterer Abschnitt wurde, 
im Gegensatz zur Untersuchung vonO guchiund Majima mit Lithion- 
karminlésung, stets so gut wie villig frei von entziindlichen Ersch- 
einungen gefunden. Bereits 24 Stunden nach der Farbstoffzufuhr 
liessen sich staubférmige Trypanblaugranula im Protoplasma der re- 
tinalen Pigmentepithelien, wenn auch noch iiusserst fein, weniger zahl- 
reich und ganz schwach gefiirbt, so doch sicher als solche erkennen. 
Eine voriibergehende Diffusfiirbung der Zellen in der Anfangszeit 
wurde niemals wahrgenommen. Im Laufe der weiteren Einwirkung 
von Trypanblaulésung nahmen die Grésse, Zahl und Farbdichte der 
Granula so schnell und merklich zu, dass die Farbspeicherung der Pig- 
mentepithelien bei der nur einmaligen Injektion schon nach 4 Tagen 
ihren Héhepunkt erreichte (Abb. 2). Die kugligen Farbgranula sind 


Abb. 2. Vitale Trypanblauspeicherung der dabei meist an den 
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darauf hinwies. Sie 
sind in ein und derselben Zelle hiiufig von etwas wechselnder Grisse, 
vielleicht teils dadurch, dass einige von ihnen hier miteinander versch- 
molzen sind. Diese Tatsache lehrt uns, dass das Trypanblau, ganz wie 
die Tuschekérnchen, auch in den Zellen gespeichert werden kann. An 
dieser Stelle méchte ich bemerken, dass die Farbgranula in den retina- 
len Pigmentepithelien hier in jedem Entwicklungsstadium stets kleiner 
und etwas heller gefiirbt sind als die der Histiocyten, die in der darun- 
terliegenden Aderhaut verstreut vorhanden sind. 
Die derart vitalgefiirbten Pigmentepithelien sind iiberhaupt ge- 
wissermassen deutlich vergréssert, was aber nicht immer genau von 
der Zahl und Grdsse der enthaltenen Farbgranula abhiingig zu sein 


e 

n 
le 
> 
a 


58 K. Irinoda 


braucht. In gewissen Pigmentepithelien macht sich neben den kleinen 
Farbgranulis auch eine Anzahl von ungefiirbten, etwas griberen Kir- 
nern erkennbar und zwar gern in ihrem basalen Abschnitt; auf die 
letzteren Gebilde werde ich spiiter noch einmal zuriickkommen. Man 
trifft ferner stellenweise, grosse abgerundete Pigmentepithelien ver- 
streut an, deren Zelleib dann mit etwas verschieden geformten und un- 
gleichmiissig gefiirbten Substanzen vollgestopft ist, entweder in ihrer 
eigenen Schicht oder bereits in den subretinalen Raum abgestossen. 

Meine vorliegenden Versuche fiihren demnach zu dem Ergebnis, 
dass die Entwicklungsgeschichte der Trypanblaugranula, abgesehen 
von zeitlichem Ablauf, bis auf alle kleinsten Einzelheiten mit der Tusche- 
aufnahme vollkommen iibereinstimmt. Es erscheint mir daher der 
Gedanke entscheidend, dass es sich bei der vitalen Trypanblaufiirbung 
der retinalen Pigmentepithelien auf dem Wege der intravitrealen In- 
jektion, die man hier fiir eine physiologischere Methode halten kann, 
eigentlich um eine resorptive Speicherung handelt, die sich nach der 
Angabe von manchen Seiten auch an den Nierenepithelien abspielt. 
Man braucht nun nicht mehr in normalen Verhiiltnissen der retinalen 
Pigmentepithelien mit der wohl bekannten amiboiden Bewegung eine 
strenge Trennung zwischen Tusche- und Trypanblauspeieherung aufzu- 
stellen. 

Nun michte ich weiter die Frage etwas niiher erértern, ob die 
soeben angegebenen Trypanblaugranula in den retinalen Pigmentepi- 
thelien eigentlich eine priiformierte Grundlage haben, die auch durch 
andere Methoden darzustellen sind. 

Es wurde zuniichst festgestellt, dass nach meinen unter ganz glei- 
chen Bedingungen angestellten vergleichenden Untersuchungen die 
pigmenthaltigen Pigmentepithelien ebenfalls zur Trypanblauspeiche- 
rung befiihigt sind. Hier aufgetretene Farbgranula, die iiberhaupt 
nicht so zahlreich, etwas griber und gern in der Umgebung des Kernes 
abgelagert sind, sind freilich stets scharf zu unterscheiden von den ei- 
gentlichen Pigmentkérnchen, die sich dabei ganz und gar nicht fiirben. 
Nach Lauber! besitzen zahlreiche Albinos unter Nagetieren zumeist 
im retinalen Pigmentepithel statt des Pigmentes ein mit Silber anfiirb- 
bares Propigment, welches miglicherweise auch beim albinotischen 
Kaninchen vorhanden sein kinnte. Derartige Gebilde kinnen, so 
glaube ich, jedoch hier nicht in Betracht gezogen werden, indem die 
besagten Trypanblaugranula sich stets durch ihre charakteristische 
Entstehungspeschichte mit der zeitlichen Zunahme an Grisse und Zahl 


auszeichnen. 
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Im retinalen Pigmentepithel an Kaninchen wiesen schon friiher 
Mawas’® und spiiter auch Homma” das Vorhandensein von mitoch- 
ondralen Kérnchen nach, die sich normalerweise nicht so reichlich und 
fast stets im basalen Abschnitt der Zelle finden. In diesem letzteren 
Punkte darf ich wohl mit aller Wahrscheinlichkeit behaupten, dass 
meine Trypanblaugranula im wesentlichen mit ihnen gar nichts zu tun 
haben. 

Immerhin spricht das mikroskopische Gesamtbild in meinen ge- 
schilderten Versuchen sehr gegen die Annahme, dass es sich hier grund- 
sitzlich um eine vitale Trypanblaufiirbung priformierter Granula han- 
delt. So schliesse ich mich nun der Ansicht von Schulemann™ voll- 
kommen an, dass die retinalen Pigmentepithelien ohne vorherige Ver- 
iinderungen erst unter dem Einfluss der aufgenommenen Farbstofflé- 
sung zur Bildung von Vakuolen kommen, die im Laufe der weiteren 
Farbeinwirkung an Grisse, Zahl und Farbintensitiit zunehmen werden. 
Es ist schon an und fiir sich sehr fraglich, ob die speichernden Vaku- 
olen in den Zellen, wie Méllendorff™ vermutet, stiindig vorhanden 
sind und nur erst durch die Farbstoffbeladung deutlicher werden. 

Man muss sich andererseits aber doch auch daran erinnern, dass 
mit dem retinalen Pigmentepithel, wie Koyanagi wiederholt betonte, 
gewiss eine innersekretorische Funktion im Sinne der Ernihrung der 
iiusseren Netzhautschichten verkniipft ist, wobei die Mitochondrien 
vielleicht eine wichtige Rolle spielen werden. Nach der Untersuchung 
von Homma wiesen die retinalen Pigmentepithelien an Kaninchen 
entweder bei einer intravitrealen Einfiihrung von artfremdem Serum 
oder durch eine intravenise Injektion von Septojodlisung charakteris- 
tische Veriinderungen auf, die wesentlich auf pathologisch gesteigerte 
sekretorische Erscheinungen hindeuteten. Durch die Nachpriifung 
konnte auch ich bestiitigen, dass die retinalen Pigmentepithelien auf 
eine adiiquate Reiziibertragung oder auf irgendwelche schiidlichen 
Momente stets in Form einer gesteigerten Sekretion reagieren. Dabei 
traten im Zelleib gern als frisch produzierte Sekretkirner zu betrach- 
tende Gebilde wechselnder Zah! und Grisse in Erscheinung. Wie bereits 
Koyanagi bemerkte, lassen die retinalen Pigmentepithelien auch bei 
der intravitrealen Trypanblauzufubr neben den feinen Farbgranula mit 
der oben erwihnten Entstehungsgeschichte gelegentlich auch eine yer- 
schieden grosse Anzahl yon ungefiirbten, etwas gréberen Kérnern er- 
kennen, die im Protoplasma mehr diffus verteilt sind und nach meinem 
Dafiirhalten ganz iihnlich wie bei der Septojodvergiftung, erst unter 
geeignetem Reiz der aufgenommenen Trypanblaulisung produaiert 
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wurden. Um klar zu stellen, ob derartige, sicher priiexistierende Sekret- 
kérner nun beim nachtriiglichen Angebot von Trypanblaulisung gleich- 
falls sich anfiirben kinnen, wurden folgende Versuche vorgenommen. 

In einer Gruppe von albinotischen Kaninchen hatte ich zuniichst 
0,2 ccm von inaktiviertem artfremden Serum oder Ascites in den Glas- 
kérper nach der vorherigen Punktion der Vorderkammer eingefiihrt und 
in einer anderen Gruppe 5-10 ccm von Septojodlisung in die Ohrvene. 
2-6 Tage spiiter, niimlich in dem Stadium, wo die soeben besagten Sek- 
rettropfen miglicherweise bereits in den Pigmentepithelien gebildet 
sein kinnten, wurde die eigentliche Vitalfiirbung mit Trypanblau ganz 
planmiissig ausgefiihrt. In den so behandelten Versuchsfiillen konnte 
ich nun die Feststellung machen, dass die bei Reizungszustiinden auf- 
getretenen Sekrettropfen im Zellinnern ebenfalls eine deutliche Vital- 
anfiirbung aufwiesen. Sie sind dabei von Anfang an mehr diffus ver- 
teilt und stets etwas heller gefiirbt, gelegentlich aber auch ungefiirbt 
geblieben. Eine Méglichkeit, dass die intravitreal eingefiihrten Ei- 
weisssubstanzen unter Umstiinden in Form von feinen Tropfen in die 
Zellen aufgenommen und mit den Sekretkérnern verwechselt werden 
kiénnten, ist ohne weiteres dadurch auszuschliessen, dass die in Rede 
stehenden Gebilde sich ebenso auch in Versuchsfillen mit der intra- 
venésen Septojodinjektion sicher als solche erkennen liessen. 

Aus dem oben Gesagten geht nun hervor, dass es in den retinalen 
Pigmentepithelien bei meinen Trypanblauversuchen wesentlich zwei 
Arten von vital gefiirbten Granula gibt. Die einen sind niimlich va- 
kuoliire Farbablagerungen, die erst unter dem Einfluss der aufgenom- 
menen Farbstofilésung zur zunehmenden Entwicklung kommen und 
die anderen gewiss eigentliche Sekrettropfen, die unter bestimmten 
Reizzustiinden der betreffenden Zellen, ja sogar infolge der tibermiissi- 
gen Trypanblaubeladung produziert werden kénnen. An Hand der 
vitalen Trypanblaufiirbung glaube ich auch bewiesen zu haben, dass 
den retinalen Pigmentepithelien nicht nur physiologisch, sondern auch 
in pathologischen Fiillen, wechselseitige Funktion im Stoffwechsel, 
niimlich die Resorption und Sekretion zuzuschreiben sind. Fiir die 
erstere spricht freilich die Darstellung der vakuoliren Farbspeicherung, 
deren charakteristische Entstehung vollkommen mit der Tuschephago- 
cytose gleichzusetzen ist. Und die sekretorische Erscheinung ist hier 
durch das Auftreten von grobkirnigen Farbgranulis bekundet, wie man 
dann wohl mit Recht von einer vitalen Anftirbung priexistierender Ge- 
bilde sprechen diirfte. 

Ich habe schon oben angefiihrt, dass die retinalen Pigmentepithe- 
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lien, die unter dem Reiz der vitalen Fiirbung sehr geneigt sind, ambboid 
beweglich zu werden und dann im Begriff stehen, sich von ihrer eigenen 
Lage abzustossen oder abgestossen zu werden, iiberhaupt ihre phago- 
cytierende Wirkung in ganz hohem Masse entfalten. Es kommt dabei 
nicht selten zur merklichen Aufnahme von Zerfallstriimmern der be- 
nachbarten Netzhautelemente, insbesondere der Zapfen und Stiibchen, 
die andererseits gerade auch die kriiftigsten Erreger des Phagocytismus 
der abgestossenen Epithelzellen geworden sind. Dass in sie aufgenom- 
mene Freindkirper dieser Art, wenn auch graduell verschieden, so doch 
ebenfalls angefiirbt werden kiénnen, konnte ich in den letztgenannten 
Versuchen mit der vorherigen Eiweisszufuhr in den Glaskérper oder mit 
der intravenésen Septojodinjektion sicher nachweisen, wobei die phago- 
cytierten Substanzen meist in ihrer Form und Grdsse von den eigent- 
lichen Sekrettropfen relativ leicht zu unterscheiden sind. Es handelt 
sich hier also zweifellos um eine dritte Erscheinungsform der vitalen 
Trypanblaufirbung, die sich in den retinalen Pigmentepithelien mit 
Verwandlung in Makrophagen unter dem Mikroskop klar darstellte. 


Die ciliaren Epithelien. 


Nach den von Schnaudig el vorgenommenen Untersuchungen 
werden saure Vitalfarbstoffe (Trypanblau und Carmin) bei der intra- 
venésen Zufuhr im normalen Kaninchenauge nur in Histiocyten auf- 
genommen. Erst nach der Punktion der Vorderkammer kinnen auch 
die Epithelzellen des Corpus ciliare den applizierten Farbstoff spei- 
chern. Auch Oguchi und Majima’” beobachteten bei der intravi- 
trealen Einfiihrung von Lithioncarminlésung, dass die oberfliichliche 
Zellreihe der Pars plana und des dieser ganz nahe liegenden Teiles der 
Ciliarfortsiitze auch eine vereinzelte Farbspeicherung in feinkérniger 
Form aufwies. Es gelang ebenfalls Farina® durch die Injektion von 
Trypanblaulésung in die Vorderkammer oder den Glaskérper im Ciliar- 
epithel des Kaninchens und der Ratte eine grosse Anzahl von vital- 
fiirbbaren Kérnchen darzustellen. Es steht demnach heute wohl ausser 
Zweifel, dass sich die ciliaren Epithelien beim Kaninchen schon in 
normalen Verhiiltnissen aktiv an der vitalen Farbspeicherung betei- 
ligen kinnen. Fast siimtliche Autoren halten dabei fiir die Farbstoff- 
triiger mit aller Wahrscheinlichkeit die mitochondralen Gebilde oder 
damit engverbundene Sekretkérner, die sich auch mittels anderer Dar- 
stellungsmethoden, wie z. B. der Nadireaktion nach Schmelzer™ 
leicht und klar erkennen lassen. 

Bei dieser Auffassung hat man die vitale Firbung der ciliaren 
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Epithelien freilich ganz anders zu bewerten, als die allgemeine Farb- 
speicherung der phagocytierenden Zellen, freilich auch als die der re- 
tinalen Pigmentepithelien. An verschiedenen Stellen der einschliigi- 
gen Literatur findet man wiederholt erwihnt, dass die Epithelzellen in 
dem Hypophysenvorderlappen, Epithelkirper und Plexus chorioideus 
hier hinsichtlich der sauren Farbspeicherung eine besondere Stellung 
einnehmen. Nimmt man nun einmal an, dass auch die ciliaren Epithe- 
lien zu dieser Kategorie gehiéren, so erscheint es vielleicht auch nicht 
unmdglich, die vitale Farbspeicherung der ciliaren Epithelien bei der 
mikroskopischen Betrachtung scharf von der retinalen Pigmentepi- 
thelien zu unterscheiden, indem es sich in den letzteren, wie bereits 
oben niiher angefiihrt, wesentlich um eine vakuoliire Farbspeicherung 
handelt, die eigentlich nur mit einer phagocytierenden Erscheinung zu 
tun hat. 

Auf Grund meiner eigenen Kaninchenversuche, bei denen eben- 
falls 0,1-0,2 com einer 0,25 %igen Trypanblaulésung in die hintere Kam- 
mer oder den Glaskiérper nach der Entleerung des Kammerwassers 
meist zweckmiissig eingefiihrt wurde, michte ich die im Ciliarepithel 
sich abspielenden Vitalfiirbungsvorgiinge im Vergleich mit denen des 
retinalen Pigmentepithels etwas eingehend erértern. 

Schon 24 Stunden nach der Trypanblauzufuhr lassen sich etwas 
grébere Farbstoffgranula in den inneren unpigmentierten Ciliarepithe- 
lien als direkte Fortsetzung der eigentlichen Netzhaut erkennen, wiih- 
rend die retinalen Pigmentepithelien in der Niihe der Ora serrata davon 
noch fast frei blieben. Leider kann ich hier nicht mit Bestimmtheit 
sagen, ob die ciliaren Epithelien dabei zuniichst mit einer wenn auch 
kurzdauernden diffusen Trypanblaufiirbung einherzugehen pflegen, um 
dann der kérnigen Farbspeicherung Platz zu machen. 

Die stattgefundenen Farbgranula, die meist rundlich, vereinzelt 
auch etwas liinglich erscheinen, sind im Anfang tiberhaupt nicht so 
zahlreich und sch wiicher gefiirbt, aber im grossen Unterschied zu denen 
der retinalen Pigmentepithelien, schon friihzeitig tief im Zellinnern 
mehr diffus verteilt oder gern nahe dem Kerne abgelagert. Sie zeigen 
im weiteren Verlauf die grosse Neigung, dicht an der Innenseite des 
Kernes sich kappenartig anzuhiiufen (Abb. 3). In dieser Zeit sind die 
Granula tiberhaupt tiefblau gefiirbt und auch an Zahl miissig zugenom- 
men aber stets von fast gleicher Grisse. In keinem Stadium sammelten 
sich die Farbgranula an den inneren Zellkuppen an. Das Gesamtbild 
weist also darauf hin, dass es sich hier entstehungsgeschichtlich um 
einen ganz anderen Vorgang handelt, als die saure Farbspeicherung 
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Abb. 3. Vitalgefiirbte Trypanblaugranula in den der retinalen Pigment- 

unpigmentierten Ciliarepithelzellen, epithelien in nicht ge- 
reiztem Zustand. Es ist 
besonders hervorzuhe- 
ben, dass die Trypan- 
blaugranula in den cilia- 
ren Epithelien bei liin- 
gerer— Farbstofteinwir- 
kung ziemlich hiiufig 
eine fast gleiche Farbdichte aufweisen, wie die der Histiocyten, die 
sich in der Nachbarschaft verstreut vorfinden. 

Wenn man nun iiber die Genese und Natur der Farbgranula der 
ciliaren Epithelien einen genaueren Einblick erhalten will, so hat man 
weiter auf die Frage einzugehen, wie sich die ciliaren Epithelien bei 
der intraokularen Zufuhr von Tuschesuspension verhalten. Wieder- 
holt bemiihte ich mich, aber dennoch an vielen Kaninchen vergeblich, 
auch hier, wie in den retinalen Pigmentepithelien, schéne Bilder dar- 
zustellen, unter denen man einwandfrei eine Tuschephagocytose der 
Ciliarepithelien verstehen diirfte. Es unterliegt nun mehr keinem 
Zweifel, dass es sich in den ciliaren Epithelien wesentlich um eine vitale 
Anfiirbung préexisticrender Gebilde handelt. Die zeitliche Zunahme 
der gefiirbten Granula an Zahl und Farbdichte ist hier héchstwahr- 
scheinlich durch eine stiirkere Farbstoffeinwirkung verursacht, die 
miglicherweise die aktive Zelltiitigkeit im funktionellen Sinne befér- 
dern kann, Es wiirde aber doch zu weit fiihren, hier mit Bestimmtheit 
zu behaupten, dass derartige Farbspeicherung der Ciliarepithelzellen 
ohne weiteres als Beweis fiir ihre sekretorische Funktion gedeutet wer- 
den soll. Denn die besagten Farberanula lassen sich hier, wie Ouge hi 
und Majima!” bei der Untersuchung tiber die Carminspeicherung be- 
merkten, iiberhaupt in den Epithelien der Pars plana und der daran be- 
nachbarten Teile des Ciliarkérpers stets viel ausgesprochener darstel- 
len, als in denen der Ciliarfortsiitze, die sie fiir die eigentliche Sekre- 
tionsquelle des Kamumerwassers verantwortlich machen. Es ist ferner 
nicht weniger beachtenswert, dass bei meiner Beobachtung die sicher 
priformierten Granuladerciliaren Epithelien fast immer relativ schnell, 
zwar gern tiefblau angefiirbt sind, wiihrend die mitochondralen Gebilde 
und Sekrettropfen nach der Angabe von mancher Seite, speziell von vy. 
Millendorff™ im allgemeinen, mit Ausnahme der Milchdriise, eine 
blasse Vitalfiirbung zeigen, die erst ingere Zeit nach der Farbstottap- 
plikation sich geltend macht und als charakteristisches Merkmatl fiir 
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sie zu betrachten ist. 

Nach der Darstellung von v. Méllendorff! hob Hamburger* 
in seiner Arbeit hervor, dass das Freibleiben der ciliaren Epithelien 
unter normalen Verhiiltnissen trotz starken Farbstoffangebotes in der 
Blutbahn darauf hinweist, dass nur ein ganz geringer intraokularer 
Stoffaustausch durch das Epithel der Ciliarfortsiitze hindurch statt- 
findet. Gegen diese Annahme Hamburgers spricht m. E. nun die 
Tatsache, dass die ciliaren Epithelien hier durch die Injektion von Try- 
panblaulisung in die hintere Kammer oder den Glaskirper regelmiissig 
sehr schine Farbspeicherung aufweisen, die zweifellos an ihre aktive 
Lebenstiitigkeit mit auswiihlendem Vermigen gebunden ist; denn das 
Trypanblau besitzt wegen seiner Lipoidunlislichkeit keine Fiihigkeit, 
rein physikalisch durch Diffusion in die lebende Zelle einzudringen. 

Es ist jedenfalls nicht mehr zu bezweifeln, dass die vitale Trypan- 
blauftirbung der ciliaren Epithelien an sich einen anderen Charakter 
als die der retinalen Pigmentepithelien trdgt. Dies soll hauptsiichlich 
auf die funktionelle Verschiedenheit zwischen den beiden Zellarten 
zuriickgefiihrt werden, ein Hinweis darauf, dass beziiglich der vitalen 
Fiirbung, die als eine besondere physiologische Ausdrucksform der be- 
treffenden Zellen betrachtet wird, ihre schliessliche Funktion im all- 
gemeinen von viel grésserer Bedeutung ist als ihre embryonale Ab- 
stamimung. 

Die retinalen Ganglienzellen. 

Die Kaninchenversuche von Gold mann*® ergaben, dass die Gang- 
lienzellen des Zentralnervensystems, deren saure Vitalfiirbung bei der 
Zufuhr der Farbstoffe auf dem Blutwege stets ausbleibt, dann eine 
schine Granulafiirbung zeigen, wenn die Trypanblaulésung in einer 
gecigneten Dose direkt von Liquor cerebrospinalis aus angeboten wird. 
Das gleiche wiirde vielleicht auch fiir die Farbspeicherung der retina- 
len Ganglienzellen gelten, wie die Beobachtung von Oguchi und 
Majima!? mit Lithioncarmin darauf hinwies. 

Es handelt sich hier bei meinem Versuche um eine Trypanblau- 
zufuhr ebenfalls auf dem Wege der intraokularen Fliissigkeit an Ka- 
ninchen. Doch in mancher Hinsicht wiire es wohl vorteilhafter, hier 
hauptsiichlich iiber das Verhalten der Optikusganglienzellen zu spre- 
chen, denn die iibrigen verschieden gestalteten kleinen Ganglienzellen 
in der inneren Koérnerschicht lassen sich dabei recht hiiufig durchaus 
schwer von den eigentlichen Neurogliazellen mit bekanntem phagocy- 


*) Die Arbeit ist mir leider weder im Original noch im Referat zugiinglich. 
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tierenden Vermégen und améboider Beweglichkeit unterscheiden., 

In gewissen Fiillen, bei denen die Farbstoftlésung in relativ gerin- 
gem Masse zur Einwirkung auf die Netzhaut gekommen wiire, ver- 
misste ich, wie Koyanagi angab, eine positive Trypanblauspeiche- 
rung in den Ganglienzellen so gut wie vollkommen. Es wurde aber 
bald festgestellt, dass sie dann auch imstande sind, den Farbstoff auf- 
zunehmen, wenn dieser in etwas stirkerer Konzentration eingefiihrt 
wurde. Auf diese Weise dargestellte Farbgranula sind im Vergleich 
zu denen der ciliaren Epithelien meist etwas kleiner, heller gefiirbt und 
yon Anfang an in dem durch Fixierung miissig geschrumpften Proto- 
plasma mehr diffus verteilt, ohne sich auf die Fortsiitze zu erstrecken 
(Abb. 4). Zwischen ihnen sieht man hiiufig auch eine gewisse Menge 
von 


Abb. 4. Vitale Trypanblaufirbung der retinalen Gang- 
granuliiren Sub- 


lienzellen. Daneben ist auch eine Gliazelle 
mit gréberen Farbgranulis vergleichend dar- stanzen beigemen- 


gestellt. gt. Die Farb- 
granula sind nicht 
geneigt, im ganzen 
Verlauf an Grisse, 
Zahl und Farb- 
dichte zuzunehmen, 

Die Ganglienzellen 


@e* » @* sind demnach im 


stalt und Grisse. 
Es ist allerdings selbstverstiindig, dass sich hier wirklich ein grund- 
siitzlich verschiedenartiger Fiirbevorgang abspielt, als in den retinalen 
Pigmentepithelien, deren gleichzeitig stattgefundene Farbspeiche- 
rung bereits oben niiher angegeben wurde. 

Oguchi und Majima! nehmen auf Grund ihrer eigenen Ver- 
suchsresultate an, dass die retinalen Ganglienzellen bei der Carmin- 
speicherung eine villig gleiche Beschattenheit besitzen, wie die Glia- 
zellen, Fiir diese Annahme sprechen nach ihnen auch die experimen- 
tellen Untersuchungen von Schreiberund Wengler*®, die vielleicht 
in dem Punkte beachtenswert sind, dass die Ganglienzellen in der 
Netzhaut auf eine spezifische Reizwirkung, wie z. B. bei der Zufuhr 
des Scharlachéls in die Vorderkammer, in Form yon einer unverkenn- 
baren Verlagerung (aktiven Lokomotion) und einer ecliten Hypertro- 
phie mit Mitosen reagicren. Es ist bereits wohl bekannt, dass in der 
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Netzhautpathologie die Gliazellen recht hiiufig eine bedeutende pha- 
gocytierende Wirkung entfalten kinnen. Es scheint mir aber doch 
durchaus fraglich, ob es sich hier bei der Farbspeicherung der Gang- 
lienzellen um eine einfache Phagocytose handelt, genau so wie sie sich 
in den Gliazellen erkennen liisst. 

In einer ganzen Anzahl Fiille, bei denen eine geeignete Dose yon 
Tuschesuspension in den Glaskérper oder in die hintere Kammer inji- 
ziert wurde, traf ich wider Erwarten niemals Befunde an, die mit aller 
Wahrscheinlichkeit fiir eine Tuschephagocytose der Ganglienzellen 
sprechen, wiihrend sich die Gliazellen, wie die retinalen Pigmentepi- 
thelien, dabei im Gegensatz zu ihnen iiberall mit Tuschepartikelchen 
wechselnder Menge beladen. 

Soweit die Aufgabe sich nun auf das Verhalten der Optikusgang- 
lienzellen bezieht, michte ich entschieden behaupten, dass die Trypan- 
blauspeicherung, wenn es auch im Grade weniger ausgesprochen ist, 
so doch wesentlich mit der dev ciliaren Epithelien gleichzustellen ist. 
Man hat es dann folgerichtig mit einer Anfiirbung priiformierter Ge- 
bilde zu tun, die hier in keiner Hinsicht mit Sekrettropfen oder deren 
Vorstufen in irgend einem Verhiiltnis stehen. Nach der Vermutung 
von Goldmann® entsprechen die gefiirbten Granula Schutzstoffen 
der Ganglienzellen, die eine schiidliche Wirkung des aufgenommenen 
Farbstoffes auf andere Teile der Zellen verhiiten. Ich michte aber, 
hinsichtlich der Natur dieser Farbgranula mit meiner Vermutung einst- 
weilen noch zuriickhalten, da meine Beobachtung auf diesem Gebiet 
zurzeit noch nicht spruchreif ist. 

Wie bekannt, beladen sich die retinalen Gliazellen jeder Art eben- 
falls mit vital gefiirbten Granula wechselnder Menge. Obwohl die 
Farbspeicherung hier, verglichen mit der der retinalen Pigmentepi- 
thelien, immer weit weniger auffallend und an verschiedenen Stellen 
ganz ungleichniissig in Erscheinung trat, so handelt es sich doch zwei- 
fellos um einen phagocytierenden Vorgang im eigentlichen Sinne. 
Unter ihnen lassen sich die Fibrogliazellen mit sog. Miillerschen 
Stiitzfasern durch ihre charakteristischen Gebide leicht erkennen, 
wiihrend die sonstigen Gliazellen mit Farbspeicherung sehr schwer, ja 
hiiufig fast unméglich, nach Gestalt und Lage voneinander scharf zu 
ditferenzieren sind. Es muss freilich dahin gestellt bleiben, wie sich 
die kleinen Ganglienzellen in der inneren Kiérnerschicht verhalten und 
von den daneben befindlichen Gliazellen zu unterscheiden sind. Es 
ist in gewissem Masse heachtenswert, dass sich die Mikrogliazellen als 
lebhaft bewegliche Bewohner in der Netzhaut (sog. Hortegazellen) 
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hier, wie eigentliche Histiocyten, durch eine merkliche Beladung von 
grobkérnigen Farbgranulis auszeichnen. Sie finden sich dann haupt- 
siichlich in der Nervenfaserschicht, aber nicht selten auch dicht an der 
inneren Netzhautfliiche entlang. An verschiedenen Stellen gewinnt 
man den Eindruck, als wiiren die Histiocyten und damit engverwandte 
Zellen bei der Trypanblauwirkung ortlich neugebildet, ohne dass ihre 
Abstammung vom Blute unbedingt auszuschliessen ist. Man muss 
ferner nicht vergessen, dass auch die retinalen Pigmentepithelien, wie 
die Hortegazellen, ganz hiiufig unter dem Bilde von Makrophagen tief 
in die Netzhaut hineingetreten sind. 

Nebenbei michte ich hinzufiigen, dass die retinalen Neuroepithelien 
bei der intravitrealen Zufuhr einer geniigenden Farbstotfmenge, ja so- 
gar beim vermehrten Angebot, stets villig frei von granuliirer Farb- 
speicherung gefunden wurden. Gelegentlich zu beobachtende diffuse 
Firbung der Zapfen und Stiibchen ist offenbar als Ausdruck einer 
starken Schiidigung und des Absterbens der betreffenden Zellen auf- 
zufassen, so dass man hier nicht mehr von einer normalen Vitalfiirbung 


sprechen kann. 


Die Linsenepithelien. 


Von vornherein halte ich die Angabe von Hamburger fiir sehr 
unwahrscheinlich, dass sich das Linsenepithe! auch mit Trypanblau 
fiirben liisst, wenn der Farbstoff in sehr grosser Menge (70-80 cem 127 
Liésung) intraveniés injiziert wird. In der Arbeit von Oguehi und 
Majima findet man erwiihnt, dass am Kaninchen die intravitreale Zu- 
fuhr von Lithioncarminlésung mit dadurch bedingter Endophthalmitis 
miissigen Grades an Stellen, wo vom Ciliarkérper ausgetretene Zellen 
mehrschichtig auf der Linsenoberfliiche angesammelt sind, zur Farb- 
speicherung der betreffenden Epithelzellen fiihrte. 

Bei meiner Untersuchung sind die Linsenepithelien in keiner 
Weise gar imstande, Trypanblau aufzunehmen, soweit die Kapsel tiber- 
all unversehrt bleibt. Sie verhalten sich dennoch ganz anders, wenn 
diese einmal durchgebrochen war, um den Farbstoff mit ihnen in direk- 
te Beriihrung zu bringen. Hierzu wurde am besten zuniichst die Try- 
panblaulésung in geeigneter Dose in die Blutbahn eingefiihrt; darauf 
folete eine wiederholte Parazentese der Vorderkammer im Anschluss 
an die Anlegung einer kleinen Verletzung der vorderen Linsenkapsel, 
ohne nennenswerte Reizerscheinungen des Bulbus hervorzurufen. 

An so behandelten Priiparaten beladen sich die subkapsuliiren 
Epithelien, besonders auffallend an der verletzten Stelle und in der 
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Niihe derselben mit feintropfigen Trypanblaukérnern wechselnderZahl 
und Grisse (Abb, 5). Sie neigen von Anfang an sehr dazu, sich im 
Zelleib mehr diffus 
zu verteilen. Die 
einzelnen Farbgra- 
nula sind stets 
scharf von dem 
iibrigen Protoplas- 
ma abgegrenzt. Es 

handelt sich freilich 


Abb. 5. Vitale Trypanblauspeicherung der 


Linsenepithelzellen, 


um eine vitale Try p- 
anblauspeicherung 
der Linsenepithelien, die sich dabei gleichzeitig in ganz iihnlicher 
Weise auch an den dic hintere Hornhautfliiche auskleidenden Endothe- 
lien abspielte. Ausserdem trifft man hiiufig stellenweise eine wech- 
selnde Anzahl von miissig vergrésserten Epithelzellen mit diffuser 
Protoplasmafiirbung, die hier héchstwahrscheinlich auf das Abster- 
ben der geschiidigten Zellen hindeutet, wie es beim Durchbruch der Lin- 
senkapsel zu erwarten ist. Es ist freilich auch leicht verstiindlich, dass, 
wenn die Linsenepithelien mit vitalen Farbgranulis bei weiterer Ent- 
wicklung der traumatischen Linsenaufquellung nachtriiglich degene- 
riert sind, das diffus gefiirbte Protoplasma derselben zugleich auch 
mit mehreren unscharfbegrenzten grobkirnigen Gebilden versehen 
ist. Die diffuse Protoplasmafiirbung der Linsenepithelien kann jeden- 
falls hier nicht mehr als eine eigentliche Vitalspeicherung im strengen 
Sinne aufgefasst werden. 

fin Anschluss an die Trypanblaufiirbung befasste ich mich weiter 
mit der Frage, ob die Linsenepithelien auch zur Aufnahme yon Tusche- 
partikelchen befiihigt sind. Bei diesem Versuche wurde eine ganz 
kleine Dosis von Tuschesuspension von hinten direkt in die Linse ein- 
gespritat. Auf diese Weise wird sie in den meisten Fiillen relatiy 
leicht im subkapsuliiren Spaltraum verbreitet, ohne merklichen Zerfall 
der cigentlichen Linsenfasern zu verursachen. unbestimmt kurzer 
(4-7 Tage) nach der Kinspritzung machte sich sehr geltend, dass 
die subkapsuliiren Epithelzellen cinwandfrei mit der Aufnahme der 
Tuschepartikelchen cinhergehen, genau so wie ich sie bei den retinalen 
Pigmentepithelien festgestellt hatte. In ihnen finden sich die aufye- 
nomumencn Tuschekorner tiberhaupt im Anfang mehr diffus verteilt und 
spiiter geneipt, inder Uingebung des Kernes sich dichter anzuhiiufen, 
wie es gerade bei der Farbspeicherung der Fall ist. Es ist also nicht 


ls 
J 
J 
. 
ut 
. 
} 
4 fix 


69 


Vitale Farbspeicherung der ektodermalen Zellen im Auge 


mehr zu bezweifeln, dass die Linsenepithelien auch dann das Trypan- 
blau in ihrer bedeutenden phagocyttren Tiitigkeit speichern kinnen, wenn 
der Farbstoff in geeigneter Weise mit ihnen in direkten Kontakt ge- 
bracht wurde. Hier stattgefundene Farbspeicherung in kérniger Form 
ist freilich gleichzusetzen mit der Tuschephagocytose, die auch an den 
kornealen Endothelzellen nicht zu vermissen war. In diesem Punkte 
miissen die Linsenepithelien, wie die retinalen Pigmentepithelien, 
ebenfalls zu den Phagocyten ektodermalen Ursprungs gerechnet wer- 


den. 
Zusammenfassende Betrachtung. 


Es wurde in meinen Kaninchenversuchen festgestellt, dass bei der 
intravitrealen Zufuhr von Trypanblaulisung verschiedene Epithelzellen 
im Auge sich mit schénen Farbgranulis beladen, die nach ihren Er- 
scheinungsformen im grossen und ganzen zwei Arten unterscheiden 
lassen: die eine ist die vakuoliire Farbspeicherung und die andere die 
Anfiirbung priiformierter Gebilde. Ein derartiger Unterschied der 
Vitalfiirbbarkeit der einzelnen Epithelien mit differenzierender Ent- 
wicklung ist meiner Meinung nach hauptsiichlich auf die Verschieden- 
heit ihrer schliesslichen Funktion zuriickzufiihren, so dass man dadurch 
die physiologischen Vorgiinge in den betreffenden Zellen herauslesen 
kann. 

Bei dieser Auffassung kommt vor allem in Betracht, dass der 
Stotfwechsel der iiusseren Netzhautschichten normalerweise an die ak- 
tive Lebenstiitigkeit der retinalen Pigmentepithelien gebunden ist, 
wiihrend die Neurogliazellen ebenfalls erniihrende Bestandteile der in- 
neren Netzhautschichten darstellen. Eine gewisse Verwandtschaft 
zeigen die Linsenepithelien, die neben der Kapsel beim Stoffwechsel 
der Linse eine wichtige Rolle spielen. Fiir die letztere Annahme spricht 
auch die Tatsache, dass verschiedene Einfliisse, die Absterben des Lin- 
senepithels bewirken, sehr gern Linsentriibung nach sich ziehen, wie 
es besonders bei der Naphthalinvergiftung der Fall ist. In diesem Zu- 
sammenhang erscheint wohl gerechtfertigt, sich dahin auszusprechen, 
dass die soeben besagten beiden Arten von Epithelien, die in ihrem 
Wesen die Erniihrung der benachbarten Gewebszellen zu versorgen 
haben, iiberhaupt die besondere Fiihigkeit besitzen, direkt in Beriihrung 
kommenden Farbstoff leicht aufzunehmen und zu speichern. Es han- 
delt sich dabei um eine vakuoliire Farbspeicherung, deren Natur und 
Genese grundsiitazlich mit Tuschephagocytose gleichgesetzt werden 
sollen. Demgegeniiber gehen die zwei tibrigen Zellen, niimlich die 
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unpigmentierten Ciliarepithelien und die retinalen Ganglienzellen, 
deren physiologische Funktion gar nicht aktiv an dem Stoffwechsel 
der umgebenden oder niichstliegenden Zellen beteiligt ist, stets mit 
einer Anfiirbung der priiformierten Gebilde einher. 

Dass die retinalen Pigmentepithelien in gereizten Zustiinden ne- 
ben der vakuoliiren Farbspeicherung recht hiiufig auch mit einer wech- 
selnden Anzahl von vitalfiirbbaren Sekrettropfen beladen sind, weist 
freilich darauf hin, dass sie wesentlich wechselseitige Zelltitigkeiten, 
die Resorption und Sekretion, besitzen. Es ist auch bewiesen, dass in 
die retinalen Pigmentepithelien aufgenommene Zerfallstriimmer der 
benachbarten Netzhautelemente durch das gespeicherte Trypanblau 
sich intracelluliir anfiirben kénnen. 

Die Angabe, dass sich die priiexistierenden Gebilde in den Epithel- 
zellen mit innerer Sekretion iiberhaupt durch ihre blasse Fiirbung aus- 
zeichnen, spricht doch gar nicht fiir die Vitalfiirbung der ciliaren Epi- 
thelien, da die Farbgranula hier bei geniigender Farbwirkung sich nicht 
selten ganz tiefblau anfiirben, so gut wie die der Histiocyten. 

Die retinalen Neuroepithelien wurden in meinen Trypanblauver- 
suchen sogar bei vermehrtem Farbstoffangebot stets frei von vitaler 
Fiirbung gefunden, ein Beweis dafiir, dass die vitale Trypanblauspei- 
cherung nicht immer von der Grtlich applizierten Farbstoffmenge ab- 
hiingig gemacht werden kann, vielmehr als eine an jede Zelle gebun- 
dene charakteristische Eigenschaft angesehen wird. 

Immerhin ist es mir gelungen, mit Hilfe der vitalen Trypanblau- 
fiirbung die funktionelle Verschiedenheit der wesensgleichen, jetzt aber 
ganz ausdifferenzierten Epithelzellen im Auge untereinander klar dar- 
zustellen. 
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Paradoxical Pupil Reaction due to Acetylcholine and 
Nicotine after Splanchnicotomy or 
Medullisuprarenalectomy. 


By 


Syugo Kojima. 
Kb 
(From the Physiological Laboratory of Prof. VY. Satake, 
Tohoku Imperial University, Sendai.) 


1 


As acetylcholine” and nicotine” accelerate the epinephrine secre- 
tion from the suprarenals by acting upon their medulla, how cutting the 
splanchnic nerves or removing the suprarenal medulla influences the 
occurrence of the paradoxical pupil reaction on applying both drugs 
subcutaneously or intravenously is a problem of highly interesting. 
Not only there are no comparative studies with both drugs in respect to 
this question, but the results of experiments of such a design by the 
previous writers dealing with each drug are also so discordant with 
each other, that it is almost impossible to aware of truth. ® 

In the present investigations parallel determinations with both 
drugs were carried out of the pupil width, sensitized by removing the 
ipsilateral upper cervical sympathetic ganglion, of cats, before and after 
double splanchnicotomy ordouble medullisuprarenalectomy. There are 
now striking differences in the magnitude of reactions between both 
drugs, as given in the following paragraphs, splanchnicotomy or me- 
dulli-suprarenalectomy. 


Methods. 


Seven cats were used for the control, eight after splanchnicotomy 
and three after demedullation of suprarenals. 

The superior cervical ganglion was removed aseptically under 
ether narcosis. The sensitiveness of the denervated pupil to adrenaline 
is most large at about the sixth to tenth day after the removal of the 


72 


A, 
he 
| 
‘ 
. 
— 


Paradoxical Pupil Reaction due to Acetylcholine and Nicotine 


superior cervical ganglion, according to a systematic study®. So the 
experiments were carried out in the second week after the ganglionec- 
tomy. The pupil width was measured before and after administration 
of the drugs. 

For doing so the cat was put into a bag with the head kept there- 
from. Sometimes the nictitating membrane was withdrawn by means 
of a small clip, if necessarily. Some attention was paid to behaviour of 
the nictitating membrane and the right pupil. 

For injection an external jugular vein was prepared; it was laid 
bare under local anaesthesia with 0.5 per cent novocain solution, then 
a glass cannula with a rubber tube, ligated at the opposite end, was in- 
serted into the central end of vein. No injection was done when pupil 
width fluctuated. The volume of fluid for injection was made to 1 c.c. 
by adding physiological saline solution, and it was injected in 4-9 se- 
conds. 

The minimum effective dose for eliciting the paradoxical pupil 
dilatation was searched for by repeating injections of the drug solution 
of various amounts, with some regular interval, 5 minutes or more in 
cases of acetylcholine and 10 minutes or longer in those of nicotine. 

Acetylcholine (acetylcholine chloratum, Shering-Kahlbaum) was 
used in 0.01, 0.001 and 0.0001 per cent solution, and nicotine (nicotine 
puris, Merck) in 0.01 and 0.001 per cent solution. 

Splanchnic nerves and suprarenals were approached by the lumbar 
way under ether anaesthesia. Splanchnic nerves were cut out in a 
length of 1 em. under diaphragma, and the gland was deprived of the 
medullary tissue in the manner described elsewhere.” 

In the left gland of Cat M3 a very small portion of medulary tissue was 
found on histological examination post mortem. It was very small and the re- 
sults in that cat are not different from the remainings. 


REsuULTs. 


For showing the routine course of experimentation a single ex- 
ample is given here, and all the data are summarized in tabular form. 


With small doses, such as to cause just the paradoxical pupil dilatation or 
a little greater, cats showed sometimes no abnormities, sometimes some weak 
symptoms, nystagmus, deepened respiration. Slight exophthalmus, tearfulness, 
quickened breathing took place seldom, Cats became sometimes restless, They 
lasted only for a short time, such as some ten seconds. Nystagmus occurred 


more frequently on nicotine than on acetylcholine. 
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I. 


Presenting the paradoxical pupil reaction caused by acetylcholine in the cats 
with intaet, denervated and demeduilated supurarenals. 


(Body weight is presented in italic.) 


Average 


Date of operation 


(1937-38) Minimal dose which produced the paradoxical pupil 
; Splanchni- reaction on the following days after removal of the 
No. and cotomy or | § > superior cervical ganglion (mgrm. per kilo of body 
sex of demedul- | weight) 
cat lation 
R | L|oF gq s | 9 | 1 u | i. 13 
Normal cats 

[6 8 20. IX 0.00096 0.00062 0.0013 
(1.6) (1.55) (1.52) (1.49) 
x 11.X | 0.0010 0.0008 | 0.0011 0.00108 
(2.25)) (2.02) (1.87) | (1.92) (1.9) 
1. XI 0.0009 0.00071 0.0005 0.00105 
z }(2.1) | (2.11) (2.11) (2.01) (1.92) 


XT | 0.00094{ 0.00087 0.00138 


| (1.64) (1.58)| (1.52) (1.44) 
(2.2) (2.18)) (2.01) (1.99) 
1 (2.1) | (1.88) (1.82) (1.77) 
|. 0.00174/ 0.00158 0.00125 0.0008 0.0010 
| (2.41) (2.26)! (2.37) (243) (2.47) (246) 
Average | | 00104 0.00074 0.00076 0.00095 0.00106 0.0013 


Splanehnicotomized cats 


$5 5. VIT21. VIT 20. IX 0.00065, 0.00068 0.00087 0.00091 
(1.86) (2.16)! (2.3) | (2.27)| (2.2) (2.28) (2.2) 

$6 7. VIT21. VII) 7. | 0.00043) 0.00065) 0.00068 0.00091 
(2.2) (1.8) | (2.18) (2.3) | (2.27)| (2.23) (2.2) 

1.X 24.X | 8. XT 0.0005 | 0.00037 0.00019) 0.00027 0.00081 


S72 (2.47) (2.52) (2.6) (2.68) (2.69) (2.64)| (2.6) (2.61) 


.X 4. XI /22. XI 0.00015 0.0002 0.00012 0.00015 0.0002 0.0002 0.00019 


s-9 24 

(2.15) (2.06) (2.6) (2.57) (2.54) (2.5) (249) (2.58) (2.56) (2.45) 
£10 4. XT] 2. 0.00034) 0.00039 0.00037)" [0.0005 | 0.00083 0.00105 
2.1) (2.2) | (2.01)! (1.9) | (1.9) | (1.84) (1.97) | (2.06) (1.95) 


27. XI 


16. XII 0.00028 0.00057/ 0.00048; 


1. XT | 3. X11/16. XTT 0.00039 0.00041 0.00039 0.00039) 0.0003 0.00038 0.00022 


(3.16)| (8.1) | (3.15) (3.12) (RNS) (B11) (Bt) | (3.13) (BAS) | (3.12) 


0.0006 0.00083) 0.0092 


(237) |(25) (249) (283)! (2.52) | (25) (244) | (2.5) 
S15 25. VII 1. VIIT| 0.00043 0.00055 0.00053) 
15 8 (2.45) (2:2) | (2.3) 2.2) (2,92) | 
Average | 0.0004 0.00046 0.00045 0.00045 0.00046 0.00056 0.0000 


Medulli-suprarenalectomized cats 


M1 30. TIT 17. TV (25. 0.00214! 0.00204 0.00222) 0.00241) 
(2.7) | (2.7) | (2.75) (27) | (27) | (2.7a)| (2.7) 
M_2 (30. TIT 17. 1V | 9. V | 0.0085 | 0.00345 0.00352 0.0034 | 
| (2.55) (2.4) | (2.6) | (2.59)| (2.55) (2.5) (2.52) | 
2. TIT |16. T11|16. V_ 0.0027 0,0028 | 0.0025 0.00268 
(2.92)! (2.96)| (3.18)) (3.2) (3.12)! (3.15)! (3.2) 


0.00278 0.00279 0.00274 0.00283 
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Taste II. 


Presenting the paradoxial pupil reaction caused by nicotine in the cats 
with intact, denervated and demedullated suprarenals. 


(Body weight is presented in italic.) 


Date of operation 
(1937-38) | Minimal dose which produced the paradoxical pupil 
Splanchni- reaction on the following days after removal of the 
No. and cotomy or superior cervical ganglion (mgrm. per kilo of body 
sex of demedul- weight) 
cat lation ; 


Rik 


Ganglio- 
nectomy 


Normal! cats 
(1.6) (1.55) (1.52) (1.49) 
ft 1.X [0.010 0.0107 [0.0106 0.0131 
| (2.25)) (2.02) | (1.87) | (1.92) (1.9) 
1.X 0.0113 0.0071 0.01 0.0093 
(2.11) (2.17) (211) (2.01) (1.92) 
19. XI 0.0156 [0.0133 | 0.0118 
(1.64) (1.58) | (1.52) | (1.44) 


2. 0.0068 0.0065 |0.005 
(2.2) (218) (2.01) | (1.99) | 
6. XII 0.0068 0.0094 | 0.010 
(2.1) | (1.88). (1.82) | (1.77) 
10.1 {0.0182 | 0.0167 0.0146 | 0.012 0.0128 
(2.4) | (2.26) | (2.37) | (2.43)| (2.47) (2.46) | 
Average a 0.0116 0.0105 0.0104 0.0113 0.0117 0.016 


Splanchnicotomized cats 
5. VIT21. VIT20. 1X 0.0131 [0.0099 0.0065 
2 (1.56) (2.16) (2.3) | (2.27)| (2.2) (2.28) 22 
7. VIT21. VIT| 7. X | 0.0087 | 0.0087 [0.0068 | 0.0068 
(2.2) (1.8) |(2.18)) (2.3) | (2.27) | (2.23) | (2.2) | 
X 24.X XI 0.0095 0.0074 | 0.0078 | 0.0095 | 0.0115 
(2.52) (2.6) (264) (2.69)| (2.64)| (2.6) | (2.61) 
XT 22. 0.0173 | 0.0140 [0.0122 [0.0140 0.0146 | 0.0184 | 0.0183 
(2.06) (2.6) | (2.57)) (2.54)] (2.5) | (249) (2.58) (2.56) | (2.45) 
2.X1]/ 0.0121 0.0121 | 0.0122 | ~ 0.0150 | 0.0185 | 0.0174 
(2.01)| (1.9) (1.9) | (1.84) | (1.97) | (2.06) | (1.95 
21. 3. X1116. X11 0.0129 | 0.0109 0.0097 0.009 | 0.0104 | 0.0125 0.0097 
| (3.16) (3.1) | (3.16) (3.12) | (3.18) (3.11) | (3.1) | (3.13) | (3.08) | (3.12) 
$-1: | 27. XI 16. X11 0.0108 0.0096 0.0092 {0.0132 0.0145 0.0160 
(2.5) | (2.49) | (285) (2.52) | (2.5) | (244) (25) 
1. VILL 0.0087 0.0104 0.0099 
245 (2.2) | (23) (22) (2.22) | 


Average 0.0116 0.0104 0.0094 0.0098 0.0123 0.0159 0.0153 


Medulli-suprarenalectomized cats 
g 17. 25.V (0.015) 0.0148 0.0148 0.0159 
(2.7) | (27) | (2.75)| (2.75) (2.7) (2.72) | (27) 
9 0.0154 | 0.0188 | 0.0192 | 0.0180 
(2.55) (2.4) (2.6) (3.59)| (2.53)| (25) | (2.52) 
4 2.011 16. TH 16. 0.0125) 0.0138 0.0127 0.0141 
(2,92), (2.96) (2.18) (3.2) (8.02) (3.15) (3.2) 
Average 0.0143 0.0158 0.0156 0.0160 
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(1) Minimum effective dose of acetylcholine and nicotine for pro- 
ducing paradoxical pupil reaction in normal cats, not nareotized, not 
fastened. 

All the experiments were first carried out when 7 days elapsed 
after the ganglionectomy. When experimented on normal individuals, 
the minimal doses of both drugs were found most small 8 and 9 days 
after the ganglionectomy ; intravenous dose was 0.00076 mg. per kilo 
for ACh and 0.0104 mg. for nicotine. That of nicotine was as large as 
about fifty times of ACh. 

It is very striking to find very different figures ré the ratio of the 
effective doses of both drugs in some similar kinds of researches. 

The ratio of the minimum effective dose of acetylcholine: nicotine 
is about 100:1 in Houssay and Molinelli®”, 1:5 in Feldberg., 
Minz and Tsudzimura®, about 15 (sube.): 1 (i.v.) in Inaba and 
Watanabe™, and 3-5: 1 (i.v.) in Wada’™”™, All the workers mea- 
sured influence of both drugs upon the epinephrine output rate while 
the present work deals with the paradoxical pupil dilatation, and the 
ratio is 1:15. 

H. & M. and I. & W. experimented on dogs; while the former nar- 
cotized them with chloralose, no narcosis was resorted to by the latter. 
F., M. & T. used cats under chloralose. H. & M. injected the drugs into 
the suprarenal gland itself, F., M. & T, into a. coeliaca, and I. & W. in- 
travenously. H.& M. recorded the arterial pressure in the donor, 
whose heart was denervated, F., M. & T. recorded-the arterial pressure, 
and I. & W. and W. collected blood from the suprarenal gland which 
was exposed by the lumbar approach without narcotizing or fastening, 
and determined epinephrine therein by means of the rabbit intestine 
strip. The experiments of Inaba and Watanabe were carried out by 
them, one as a chief operater, another as an assistant with some other 
assistants. The figures in four papers (1., W., W.) do not indicate the 
ninimum effective quantity, but they are to be approximately com- 
parable each other. It is rather astonishing that the ratio from their 
data is quite opposite to the present viz. 8-5: L against 1:15. What is 
responsible for such a rather qualitative or fundamental difference ? 

Be the above quotations only taken into account, the ratio differs 
according to species of animals, viz. cats and dogs. For cats. 1:5 of 
Feldberg et al., who measured epinephrine output and 1:15 in the 
present research, dealt with the paradox, and for dogs: 100:1 in 
Houssay et al., 15(sube.):1 (i.v.)in Inaba and Watanabe, and 3-5: 
1 (both i.v.) in Wada, who all studied of epinephrine liberation. 
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We wished to find previous papers reporting something like the minimum 
i.v. effective dose of the drugs for bringing about epinephrine discharge from 
the suprarenals in cats, but not by means of the denervated pupil, almost in 
vain. 0.025 mg. nicotine per kilo might be taken as approximately correspond- 
ing to it (it was injected at once, while drug solutions in the present experi- 
ments were introduced from to time with a regular interval), not so differ from 
the present outcome dealt with the paradoxical pupil reaction (0.01 mg. per 
kilo). It is the figure obtained from the cats under ether, whose suprarenal 
blood was collected by means of the cava pocket.” There are a great number 
of experiments of Feldberg and co-workers, who investigated action of ACh 
on epinephrine secretion, but the drug was injected into the coeliac artery y, bat 
not intravenously. 


(2) 
About two weeks to three months were allowed to elapse after the 
last splanchnicotomy to “ paradox” experiment. 


After double splanehnicotomy. 


The both sides operation were carried out about two weeks apart. In 
two cats (S-13 & S-15) it was done at once. 

Splanchnicotomy lessened distinctly the minimum i.v. effective 
dose of ACh for causing the paradox. In the average it was 0.0004- 
0.0005 mg. per kilo of body weight, roughly speaking about as half as 
large of that for normal cats: Reference Table I. 

Contrary to ACh the minimum i.v. effective dose of nicotine was 
not altered, if any, by double splanchnicotomy, as clearly shown in a 
further abridged figure too. 

If ample length Of time be allowed to elapse after denervation of 
an organ or a tissue, it will become hypersensitive, as well known, to 
adrenaline, pilocarpine, etc. Similar evidences have been recently ac- 
cumulated for acetylcholine on epinephrine secretion”, carbohydrate 
metabolism™, skelett muscle’, pupillary sphincter’, sympathetic 
ganglion™, salivary®” and lacrimal secretion.?” 

In the experiments of Wada who was not able to find hypersensitiveness 
of the suprarenal medulla to ACh, the splanchnic nerves were cut acutely only. 
In a further experiments, which are not yet published, Wada gave ACh some 
days after splanchnicotomy with quite same the results (Personal communi- 
cation. November’41. Y.S.). Of this problem we shall have another occasion 
to report in detail. 

It is regrettable that we have not yet an opportunity to know experimental 
data of Morison and Acheson*, which should have just some bearing upon 
the question at issue. 

As above concluded, it is general figure that double ‘splanchnicotomy, if 
some ample time be allowed to elapse thereafter, acts to exaggerate the para- 
doxical pupil dilatation on intravenous administration of ACh; this is based on 
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Animals 


Nicotine 


0.0117 mg 


0.0104 mg 


(0,0050-0.0146) 


0.0113 mg 
(0.0106--0.0120) 


0.0105 mg 


(0.0065-0.0167) 


0.0116 mg 


(0.0068-0.0182) 


30) 


30.01% 


(0.009 


38mg 


0.012 


(0.0091-0.0146) 


0.0098 mg 


(0.0008-0.0140) 


0.0098 mg 
0.0140) 


(0.006 


0.0104 mg 


(0.0074-0,0121) 


» | 


0.0116 mg 


(0.0087-0,017 


Splanchnicotomized 


a somewhat large number of experiments. If each 
case to be considered on, there are some exceptional 
cases; the figures of Cat N-11 8 days and 9 days 
after ganglionectomy are, for examples, incom- 
paratively small, and those of Cat S-5 9 days and 
11 days after ganglionectomy are incomparatively 
large. Exceptional cases are however small com- 
pared to the salivary secretion experiment of 
Simeone and Maes*’, for instances. While 
testing epinephrine secretion from the suprarenal 
capsule, partially denervated, the paradoxical pupil 
being taken as the indicator, Simeone also had 
some exceptional instances, probably in one third 
of cats.” 

Although there are some previous ex- 
periments showing increase in epinephrine 
discharge due to nicotine still after splanch- 
nicotomy, only a few are available for quanti- 
tative study. It is so far beyond doubt that 
splanchnicotomy, done either acutely or long 
time before, does not act at least to exag- 
gerate the hypersecretion of epinephrine from 
the suprarenal gland. 

In the experiments of Sugawara*™ on cats 
under urethane or ether, in which the cava pocket 
was prepared, intravenous nicotine injection in 
doses of 0.1-0.3 mg, per kilo acted to increase the 
rate of epinephrine discharge from 0.001 mg. to 
0.005 mg. per kilo per minute, roughly speaking, 
when no neurotomy was done, from 0,00005 mg. 
per kilo per minute to 0.0002-0,001 mg. when the 
splanchnici were cut acutely, and from 0.00005 mg. 
to 0.001-0.002 mg, in two cats, the splanchnic 
nerves of which were cut about ten days previ- 
ously. 

Cutting of the splanchnic nerves for the supra- 
renal gland under investigation was done acutely 
on in the experiments of F. Watanabe™ and of 
Wada, Hirano and Tiba™ on dogs, whose 
suprarenal venous blood was collected in the al- 
most physiological state of animals. The magni- 
tude and course of epinephrine secretion due to 
nicotine was reduced only a little, or practically 
unaltered, a large ditference compared to the out- 
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come in the experiments under quite unnatural conditions; probably non- 
influence of excluding the splanchnic innervation upon the accelerated dis- 
charge of epinephrine on nicotine intoxication would be elucidated provided a 
sufficient number of experimentation under normal physiological conditions be 
carried out after elapsing an enough time after having sectioned the splanchnic 
nerves. 

No difference was also detectable in the glycaemic ability of nico- 
tine in normal dogs and in the acutely doubly splanchnicotomized 
ones! 1», 

The present data dealt with the paradoxical pupil reaction on nico- 
tine quite harmonize with those dealt with the epinephrine output and 
glycaemia in relation to their behaviour after excluding the splanchnic 
nerves. 


(3) After double medulli-suprarenalectomy. 


Half a month to two months after the last medulli-suprarenalecto- 
ny, the drugs were applied. . 

While a quite small mass of the medullary tissue was found micro- 
scopically on post mortem examination in the left gland of M-3, male, 
the exclusion of medullary mass was complete in all the other glands. 

Both tables (I & IT) reveal a large increase in the i.v. minimum 
effective dose of both drugs for causing the paradoxical pupil reaction. 
particularly that of acetylcholine. About four times as large as that 
for normal cats are required for causing the paradox by acetylcholine, 
0.0028 mg. per kilo against 0.0007 mg. The i.v. minimum effective 
dose of nicotine was 0.01 mg. per kilo for normal cats and 0.015 mg. 
for medulli-suprarenalectomized ones; it is increased by fifty per cent 
for the latter. 

While still occurring of the paradoxical pupil reaction due to ACh 
and nicotine after suprarenalectomy has been missed to be found by 
some previous investigators®®, the present outcome is clear-cutting, 
especially for ACh. And while all the investigators thus failed to find 
the paradox after suprarenalectomy, Dale and Laidlaw® came to 
witness it in cats under urethane or in pitched ones. For the influence 
of the neurotomy is not so great in the case of nicotine, as shown in the 
present figures, one should be carefull of the experimental conditions 
such as narcosis ete. 

At that occasion Dale and Laidlaw gave a suggestion of production of 
a substance with an epinephrine like effect from other sources than suprarenals. 
They did not take it however as coming from the minor deposits of chromaffine 
tissue scattered over the sympathetic system, nor with the sympathetic gang- 
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lion proper. Ligating the aorta at the diaphragma did not reduce the paradox 
in their hand to effect to a minimal trace. 


What is then responsible for the fact that demedullation of the su- 
prarenals is largely effective in increasing the i.v. minimum effective 
dose for causing the paradox in the case of ACh, in contrast to that of 
nicotine ? 

The paradox occurring on the drugs after double medulli-supra- 
renalectomy must be taken as due to discharge of an epinephrine like 
substance from some other sources than suprarenals, or “sympathin”’; 
then, the i.v. threshold doses for causing its liberation sufficient to 
bring about the paradox are 0.003 mg. per kilo of the cat for ACh and 
0.015 mg. per kilo for nicotine. 

There is no evidence of acting of the drugs locally on the denervated pupil 
to dilate. In passing it may be noted: In a cat which always showed the 
paradoxical pupil reaction on instillation of strong ACh, Shen and Cannon” 
came to miss it after a suprarenal was removed and the fellow demedullated, 
even when the animal fully recovered. 

If the ratio of the threshold dose for normal cats and that for cats 
with demedullated suprarenals be due to epinephrine liberation from 
the suprarenals, it must be assumed that the easiness with which epine- 
phrine is liberated respectively on ACh and nicotine and that of “sym- 
pathin” do not run parallel, but largely dissimilar. 

If we had data relating threshold doses of the drugs for causing 
hypersecretion of epinephrine from suprarenals in cats under their 
normal physiological conditions, asin the present experiment, the above 
question can be readily answered, we suppose. While that of nicotine 
for the dog was noted as 0.5 mg. for kilo™, that of ACh is not yet known 
even for the dog under the conditions above related. And, even if they 
were known of the dog, they cannot be translated in the term for the 
eat, as discussed in the start of this paper. 

We have some figures ré the amounts of epinephrine output when ACh and 
nicotine act to produce it well in dogs under normal physiological state. They 
are almost similar for both the drugs. On 1 mg. per kilo nicotine, i.v., the 
secretion of epinephrine 0,0001-0.0003 mg. per kilo per minute (W atanabe)"” 
or 0.01-0.0007 mg. (Wada", this time the suprarenal blood was collected 
from the moment of starting injection), and on 15mg. per kilo ACh, subs., 
0.0001 mg. epinephrine per kilo p. min. (Ina ba)? or on 3-5 mg. ACh, i.v., 0.0005— 
0.0015 mg. epinephrine per kilo per min. (Wada™; see supra. The figures 
here cited are taken from their manuscripft which will be published later in 


this Journal.). 
These figures do not seem, however, to afford any contributions towards 
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solving the above question in positive sence. 

In passing it might be noted that double suprarenalectomy or medulli- 
suprarenalectomy does not materially alter influence of nicotine upon the co- 
agulation time of blood from rabbits.” 


SUMMARY. 


In the cat, the upper cervical sympathetic ganglion of which was 
removed one to two weeks before, the intravenous minimum effective 
dose for producing the paradoxical pupil dilatation was measured for 
acetylcholine and nicotine. Cats were not anesthetised or fastened. 

(1) Thethreshold doses of both drugs were pretty uniform during 
this period, such as from one week to two weeks after the ganglionec- 
tomy. It was approximately 0.0007 mg. per kilo for acetylcholine and 
(0.01 mg. per kilo for nicotine. (The drugs were injected not at once, 
but with a regular interval of discontinuation.) We are here interested 
of the ratio of doses of both drugs chiefly. 


While a similar ratio of both drugs is noted in a previous paper dealt with 
epinephrine secretion in cats, a rather reverse ratio has been reported in some 
papers with like kind of researchs with the latter but in dogs. 

(2) Double sectioning the splanchnic nerves, carried out two 
weeks to two months before, lessened distinctly the threshold dose of 
acetylcholine, but did not alter that of nicotine. 

(3) Removal of the suprarenal medulla, done two weeks to two 
months before, enlarged definitely the threshold dose of acetylcholine 
and of nicotine, particularly largely the former. 

Occurrence of the paradoxical pupil dilatation by the drugs, es- 
pecially by nicotine, after excluding suprarenal capsules or splanchnic 
nerves, was that missed by most of previous investigators. 
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Beitrage zur Kenntnis der Leberenzyme des Seekrebses 


(Neptunus trituberculatus Mrers). 
Von 


Hideki Saitoo und Masanosuke Hino. 
(BE WE FG BH) (H Be Bh) 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinisehen 
Fakultit der Kaiserlichen Tohoku-Universitét, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


Gegen die Angabe von Ringer und Grutterink (1926)", dass 
die Wirkung von Magensaft (Mageninhalt) von Astacus fluviatilis ein 
Maximum bei pH=etwa 11 ebenso wie diejenige des Papains zeigt, 
fanden Kriiger und Graetz (1927)” die Peptonspaltung durch den 
filtrierten Magensaft des Flusskrebes bei pH 3-11, mit einem deut- 
lichen Optimum zwischen pH 7,5-8,1. Bei der Spaltung von Leucyl- 
glycin fanden sie auch eine gleich verlaufende Kurve, die nach beiden 
Seiten symmetrisch abfillt. Nach der Beobachtung von Oshima 
und Kondo (1926)® wurde das Casein oder Pepton-Witte durch das 
Krebsleberenzym (Paralithodes camtschatiani (Tilesins)) bei pH 4-12 
und zwar am giinstigsten bei pH 7,2 oder bei pH 8,0 respektive ange- 
griffen und die Optimaltemperatur liegt bei 50°C. 

Ferner haben Oshima und Itatani (1928) festgestellt, dass die 
Proteinasewirkung der Krebsleber viel stiirker als die Amylasewir- 
kung war, und dass die erstere sich noch als aktiv nach 3jiihriger Auf- 
bewahrung unter Toluol erwies. Diese Krebsleberproteinase wider- 
stand der Erhitzung bei 40°C (4 Stunden lang), ging aber durch Hitze 
bei 60°C fast giinzlich verloren. 

Nach Shinoda (1928)® liegt das pH-Optimum der Astacus-Pro- 
tease bei pH 6,5-7,0 oder bei pH 3,5 und pH 8,0-9,0 fiir besonder Eiweiss- 
stoffe. 

Vom Standpunkt der vergleichenden Enzymologie haben wir hier 
die Protease-, Amidase- und Arginasewirkung der Krebsleber (Mittel- 
darmdrtise von Neptunus tritubereulatus Miers) unter Beriicksichti- 
gung der Cystein- wie Maganaktivierung studiert. Als Enzymprii- 
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parat kamen die Lebermazeration und das Trockenpriiparat der Krebs- 
leber in Betracht, die nach der Aceton-Ather-Methode miglichst 
schnell getrocknet und pulverisiert wurde. 

In Hinsicht der Proteasewirkung traten die Casein- wie Gelatine- 
hydrolyse deutlich in einem breiten pH-Gebiet von pH 6,0-8,0 auf und 
die giinstigste Reaktion liegt bei pH 7,0-7,6 (Tabelle I-a). In einem 
Fall von Gelatinespaltung durch das Trockenpriiparat liegt die Opti- 
malreaktion bei pH 6,6. Die Peptonhydrolyse trat auch am giinstig- 
sten bei pH 7,0-7,6 zutage, indem die Aciditiitszunahme noch in einem 
breiten Gebiete beobachtet wurde. Diese Proteasewirkung wurde durch 
Enterokinasezusatz nicht beeinflusst (Tabelle I-b). Die Di- und Tri- 
peptidspaltung kamen auch bei schwach alkalischer Reaktion zur Be- 
obachtung, wiihrend die Hippursiiure nur im schwachen Grad durch 
das Trockenpriiparat angegriffen wurde. 

Zum Zweck der Trennung der Proteinase von der Ereptase wurde 
der Trockenpriiparatauszug der Tonerdeadsorption bei pH 4,5 unter- 
worfen. In der abzentrifugierten Adsorptionsrestlisung findet sich 
nur die Proteinasewirkung, vielleicht die Tryptase, wiihrend die Pep- 
tonase und Dipeptidase darin vermisst wurden, die aber im Eluat des 
Adsorbens mit Phosphatpuffer bei pH 8,0 wieder gefunden wurden 
(Tabelle IT). Die schwache Histozymwirkung fiel in den beiden Li- 
sungen negativ aus. Auf Grund dieser Beobachtung konnte man die 
Proteinasewirkung von der Peptidasewirkung der Krebslebermazera- 
tion durch das Adsorptionsverfahren unterscheiden. 

Was die katheptische Wirkung der Krebsleber anbetrifft, wurden 
die Versuche besonders bei schwach saurer Reaktion unter Beriick- 
sichtigung der Cysteinaktivierung angestellt. Wie die Ergebnisse in 
Tabelle I-a schon auf die deutliche Protease-A ktivitiit noch bei schwach 
saurer Reaktion hinwiesen, traten die Gelatine- wie Peptonspaltung 
bis auf bei pH 4,0 oder bis auf bei pH 4,5 in den Versuchen mit schwa- 
cher Lebermazeration zutage und die Spaltung wurde deutlich durch 
Cysteinzusatz besonders bei pH 4,0-4,5 verstiirkt (Tabelle III). Bei 
pH 5,5-6,6 war die Cysteinaktivierung nicht so auffallend, obwohl die 
absoluten Werte der Aciditiitszunahme stets stiirker nach dem Neutral- 
punkt hin zunahmen. In den Versuchen, die mit der Substratlésung 
von einer schwiicheren Konzentration und auch mit einer schwiicheren 
Lebermazeration ausgefiihrt wurden, hat man auch die gleichen Resul- 
tate mit nur quantitativ schwiicherer Spaltung bestiitigt. Aus diesen 
Beobachtungen kiénnen wir wohl eine Kathepsinwirkung oder eine 
kathepsinihnliche Proteasewirkung im Krebslebergewebe annehmen. 
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In der Krebslebermazeration oder im Trockenpriiparate wurde 
weder Amidasewirkung auf Asparagin, Acetamid, Benzamid, Salicyl- 
amid und Phenylessigsiiureamid noch Carbaminasewirkung auf As- 
paraginsiiure, Glutaminsiiure, Glycin, Leucin, Tyrosin und Phenyl- 
alanin beobachtet (Tabelle IV, V u. VI). Wiihrend sich die Ureasewir- 
kung deutlich feststellen liess, widerstanden Thiourea, Kreatin und 
Guanidin gegeniiber dem Krebsleberenzym. Dass trotz der weiten 
Verbreitung der Asparaginase in der Tier- und Bakterienwelt (Hiwa- 
tasi, 1941 und Saitoo, 1941”) die Asparaginaseaktivitiit in der 
Krebsleber vermisst wurde, spricht etwas gegen unsere Erwartung. 
Hier sei ferner erwiihnt, dass die Arginaseaktivitiit der Krebsleber 
sich auch nach der Manganaktivierung als sehr schwach erwies. Unter 
den versuchten Metallsalzen wie Mn-, Co-, Cd- und Ni-Sulfat wirkte 
nur das Mangansulfat in deutlichem Grad aktivierend auf die Krebs- 
leberarginase (Tabelle VI). In Hinsicht der vergleichenden Enzymolo- 
gie mégen das Auftreten der deutlichen Ureaseaktivitiit und die sehr 
schwache Arginaseaktivitiit der Krebsleber grosses Interesse wecken, 
um einen weiteren Einblick in die Krebsenzymologie zu gewinnen. 
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Versuchsteil. 
Tabelle I-a. 


Proteasenwirkung des Trockenprdéparats und des 
Mazerationssaftes der Krebsleber. 

Krebslebermazeration: 1 Teil Krebsleber wurde mit der 3fachen Volummenge Gly- 
cerin- Wasser (1:1) gut zerrieben, durch Gaze koliert und unter Toluol im Eisschrank 
aufbewahrt. 

Trockenpraparat: Der zermahlene Leberbrei wurde 3mal mit Aceton unter wieder- 
holter Dekantation gut umgeriihrt und der entwisserte Leberbrei mit Ather behandelt, 
abgesaugt und im Exsikkator tiber Schwefelsiure getrocknet. Beim Versuche wurde 
die Suspension des gepulverten Trockenpriaparats in Glycerin- Wasser (1:1) als Enzym 
verwendet. 

Versuchsansatz: 1cem 1% Palversuspension des Trockenpriparats oder 2 ccm 
Lebermazeration + 10 ccm 424 Casein (Hammarsten)-, Gelatine C-, Pepton K-Lisung 
oder 10 cem 0,1 Mol-Diglycin-, dl-Leucyldiglycin-, oder Benzoylglycinlésung mit Soda- 
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lésung + 10 ecm Phosphatpufferlisung + Toluol; digeriert bei 37°C. Kontrolle mit 
Enzympuffer ohne Substrat. Nach einer gewissen Zeitfrist der Digestion wurde die 
Aciditaét in 4 cem nach Sérensen titriert. Nach Abzug der Kontrollwerte sind die 
korrigierten Werte der Acidititszunahme in Tabelle angegeben. 


Acidititszunahme in 4 ecm Digestat (ecm 0,1 n-NaOH) 
pH 


Enzym Substrat 5,0 9,0 


Zeit 


(Hammarsten) 110 


0,70 


Gelatine C — 5 35 25 1,00 
1,05 


Pepton K 
2,00 


0,35 
Diglycin - . 0,90 
- 1,55 


0,10 
0,45 
0,85 


Trockenpriiparat-Suspension 
(1 ige Suspension) 


0,10 


Benzoylglycin 2 | - | 0,15 
0,20 


1,95 | | | 2,30 2,20 
375 | 2,55 | 2,80 2,70 
(Hammarsten ) | 210 | 2.85 | | 310 3,00 


3)) 


1,20 1,50 1,40 
Gelatine C 35. 1,95 2,10 2,00 
2,15 - 2,40 


Mazeration 
(2 cem Mazeration (1: 


2: 0,90 | — 1,20 
Pepton K ¢ 1,10 . 1,40 
: 1,50 1,70 


Tabelle I-b. 
Einfluss der Enterokinase auf die Leberprotcase des Krebses. 


Enzym: Ebenso wie in Tabelle 

Versuchsansatz: Um die Frage, ob die Tryptasewirkung der Krebsleber durch 
Entero-Kinase aktivierbar ist oder nicht, zu kliren, wurde hier 1 cem 1¢2 Pulversus- 
pension der Krebsleber mit 1 com Kinaselisung (0,02 g Kinasepulver in 1 com Wasser 
behandelt und verwendet. 

10 com 2¢ciger Casein-, Gelatine- oder Peptonlisung + cem Palversuspen- 
sion mit | cem Kinaselésung oder + 1 cem 1¢. Pulversuspension der Krebsleber mit 
! com Wasser ohne Kinase + 10 com Phosphatpuffer -- Toluol; digeriert bei 37°C. 


i 
(Std.) 
24 — | 0,90! 1,00; 0,95 0,85 0,75 
24 0,30 0,55 0,95 1,15 0,85 0,70 
dl-Leucyl-diglycin | 24 — | — 
| 72 — | -_ — | 
| | | 
r 
1,00 
1,25 
} 
; 
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Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. Die Angabe korrigiert. 
Das Kinasepulver wurde aus Diinndarmschleimhaut des Schweins unter Methanol- 
fillung von Kawaharada bereitet und erwies sich als stark aktiv auf Pankreassait- 
trypsinogen, wahrend die Erepsinwirkung des Pulvers negativ ausfiel. 


Aciditiitszunahme in 4 cem (cem 0,1 n-NaOH) 


Substrat (Std.) 6,0 7,0 8,0 


ohne | mit ohne | mit ohne | mit 
Kinase Kinase Kinase Kinase Kinase Kinase 


ead | 5 0,10 0,10 0,10 0,10 | 0,10 | 0,10 
Casein | 
| 24 0,50 | 0,45 0,50 0,45 | 0,40 | 0,45 
(am ) | 49 085 | 080 0,75 0,85 | 080 0,85 
| 


0,25 


0,15 


0,20 0,15 0,20 0,30 


Gelatine C | 24 
0,45 0,55 


0,45 0,45 0,50 0,50 | 0,30 0,30 
0,60 | 065 065 | 0,70 | 
5 | 0 0,05 | 0,05 0,10 o =| 005 
Pepton K 24 «0,15 0,20 0,30 | 0,35 0,20 | 0,25 
| 0,30 | 040 | 0,385 | 0,45 0,30 | 0,35 


Tabelle 
Trennung der Krebsleber-Proteinase von Krebsleber-Peptonase, -Dipeptidase 
und -Aecylase durch Adsorptionsverfahren. 


04g Krebslebertrockenpriiparat, das in Tabelle I gearbeitet wurde, wurde in 10 
cem Glycerinwasser (1:1) suspendiert, mit 0,1 cem Tonerdesuspension (Tonerde C) und 
200 ecm Phosphatpuffer von pH 4,6 gut vermischt, unter Eiskiihlung 20 Minuten lang 
geschiittelt und abzentrifugiert. Je 10 cem abzentrifugierter Fliissigkeit wurden als 
Adsorptionsrestlésung nach Einstellung bei pH 6,6-7,6 auf ihre Aktivitit hin gepriift. 
Den zentrifugierten Bodensatz nahm man in 210 cem Phosphatpuffer von pli 8,0 auf, 
schiittelte ihn 20 Minuten lang und zentrifugierte ihn dann. Je 10 cem Zentrifugat 
wurden als Eluat verwendet. 

Versuchsansatz: 10 cem Adsorptions-Restlisung oder 10 cem Eluat 
4*-iger Protein- oder Peptonlisung oder 0,1 Mol-Peptidlésung, mit Sodalésung bei pil 
6,6-7,6 eingestellt + Toluol; digeriert bei 37°C. 

Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. 

Formoltitration in 4 cem Digestat. 

Abzug der Leerwerte fiir Kontrolle und Enzym. Die korrigierten Werte der Acidi- 


10 


titszunahme in Tabelle angegeben. 
cem 0,1 n-NaOll) 


Acidititszunahme in 4 ccm Digestat 


Zeit 
Std.) Restlésung Eluat 
Substrat 
pil 24 72 5 4 
Casein (Hammarsten ) 7,6 0,35 0,70 1,20 0 
Gelatine C 66 0,50 0,80 1,30 1) 0 0 
Pepton K 7,6 0 0 O25 0,50 
Diglyein 7,6 0 0 0 0,25 O85 1,20 
Benzoylglyein 7,6 0 0 0 0 0 0 


; 
> mit 
le die 
d die 
pH 
10 
70 | 
20 
35 
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Tabelle IV. 


Verhalten des Asparagins und der Asparaginsdure 
gegeniiber Krebsleberenzym. 


Enzym: Mazerationssaft und Trockenpriparat wie in Tabelle I verwendet. 

Versuchsansatz: 3 ccm Mazerationssaft oder 3 ccm 4°Ziger Pulversuspension der 
Krebsleber + 1 cem 0,1 Mol-Asparagin- oder Asparaginsiiurelésung + 10 cem Phosphat- 
pufferlésung + Toluol; digeriert bei 37°C 72 Stunden lang. 

Zur Kontrolle wurde Enzympufferlisung ohne Substrat einerseits und Substrat- 
pufferlésung ohne Enzymlésung andererseits unter den gleichen Bedingungen dige- 


riert. 
Das abgespaltene Ammoniak wurde in derselben Weise wie in der vorigen Arbeit 
Saitoo’s mittels 0,02 n-H,SO, nach Folin ermittelt. Nach Abzug der Kontrollwerte 
sind die korrigierten Werte des Siureverbrauchs in Tabelle angegeben, der zur Neu- 
tralisation des abdestillierten Ammoniaks gebraucht wurde. 


Saureverbrauch (ecm 0,02 n-H,SO,) 


pH Asparagin Asparaginsiure 


Mazerationssaft Trockenpriparat Mazerationssaft Trockenpriaparat 


0 0 0 0 


6,0 0 0 0 

0 0 0 

0 

7,5 0 0 0 0 
0 | 


Tabelle V. 


Verhalten der Amide gegeniiber Krebsleberenzym. 


Enzym: Ebenso wie Tabelle I. 
Versuchsansatz: 3 ccm Mazerationssaft oder 3 cem 4°?Jiger Pulversuspension +- 
leem 0,1 Mol-Acetamid-, Harnstoff-, Thiourea- oder Benzamidlésung oder 100 mg Guani- 
din-HCl, Phenylessigsiiureamid, Salicylamid oder Kreatin + 10 cem Phosphatpuffer- 
lisung von pH 7,6 + Toluol; digeriert bei 37°C 72 Stunden lang. 

Kontrolle mit Enzympuifer ohne Substrat. Ammoniakbestimmung nach Folin. 
Die korrigierten Werte angegeben. 


Siiureverbrauch (cem 0,02n-H.SO,) 


Substrat 
Mazerationssaft Trockenpriiparat 
Acetamid 0 
Benzamid 0 0 
Phenylessigsiureamid 0 0 
Salicylamid 0 0 
Guanidin-HCl 0 0 
Kreatin 0 
Harnstoff (pH 7,5) 2,50 (2522) 1,70 (17%) 
0 


Thiourea 7,5) 
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Tabelle VL. 
Verhalten der Aminosduren gegeniiber Krebsleberenzym. 


Enzym: Ebenso wie in Tabelle I. 

Versuchsansatz: 3ccm Mazerationssaft oder 3 ccm 4% Pulversuspension + 1 cem 
0,1 Mol Substratlésung + 10 cem Phosphatpufferlésung von pH 7,5 + Toluol; dige- 
riert bei 37°C 72 Stunden lang. Kontrolle mit Enzympuffer ohne Substrat. Ammoniak- 
bestimmung nach Folin. Die Angabe korrigiert. 


Saureverbrauch (ccm 0,02 n-H,SO,) 


Substrat 
Mazerationssaft Trockenpriparat 


1-Glutaminsiure 
Glykokoll 
1-Leucin 
1-Tyrosin 
1-Phenylalanin 


Tabelle VIL. 
Krebsleberarginase. 


Enzym: Mazerationssaft und Trockenpriparat ebenso wie in Tabelle I. 

Versuchsansatz: 3ccm Argininchlorhydratlésung (Titer = 28,0 ecm 0,02 n-H,S0, 
+ 2 ccm Lebermazeration oder 2 cem 4¢iger Pulversuspension der Krebsleber mit | 
cem 3/400 Mol Mangan-, Kobalt-, Cadmium- oder Nickelsulfatlisung, oder mit | cem 
Wasser ohne Sulfat + 9 cem 0,1 Mol-Glycin-Natronlauge-Puffer von pH 9,2 +- Toluol; 
digeriert bei 37°C. Die Gesamtmenge betrigt 15 cem im ganzen. Die Arginasewir- 
kung wurde nach der Vorsehrift von Tomota (1941)’) bestimmt. Nach 24stiindiger 
Digestion wurde der gebildete Harnstoff nach der Ureasemethode (bei pH 7,0 und bei 
37 C 1 Stunde lang digeriert) in Ammoniak zerlegt und die Menge des letzteren nach 
Folin bestimmt. 

Als Kontrolle wurde Enzym-Pufferlésung ohne Substrat digeriert. In der Tabelle 
sind die korrigierten Werte des Siureverbrauchs (cem 0,02 n-H,SO,) und deren Pro- 
zentsatz gegentiber Arginintiter angegeben. 


Zunahme des Siiureverbrauchs 
Aktivierung Lebermazeration Leberpulver 


cem 0,02 n-H,SO, Spaltung (72) cem 0,02 n-H,SO,| Spaltung (7) 


ohne Sulfat 

(Kontrollversuch) 0,35 0,7 
mit MnsSO, 2,45 7,0 
mit CoSO, 0,85 : 0,7 
mit CdSO, 0,4 0,7 
mit NiSO, 0,25 0,5 
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Uber die Inaktivierung der Sojaurease durch Borsaure. 


Von 


Kooiti Dei. 
(Hi IF 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen 


Fakultit der Kaiserlichen Tohoku Universitit, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


Die Ureasewirkung zeichnet sich einerseits durch starke Aktivier- 
barkeit und andererseits durch grosse Vergiftbarkeit aus. Im Vorder- 
grund der Ureaseforschung stehen die sogenannten Auxokiérper, wel- 
che die Urease bei optimaler Reaktion und in geeignetem Milieu in 
ihrer Wirksamkeit verstiirken. Als Aktivator kamen Blutseren (J a- 
coby, 1921), Aminosiiuren (Jacoby, 1916)” und auch Cyankalj (J a- 
coby, 1922) in Betracht. Die Forschung dieser Aktivatoren der 
Urease fiihrte zu der Untersuchung iiber die Giftwirkung auf die Urea- 
se. Verschiedene Metalle, wie Quecksilber, Nickel, Kobalt, Kupfer 
und Zink inaktivieren die Urease, Eisen ist aber unwirksam (Jacoby, 
1916 und Jacoby u. Shimizu, 1922)”. Nach der Angabe von Rona 
und Gyérgy (1920)® wirken Arsenverbindungen schiidigend auf die 
Urease, wiihrend arsenige Siiure und Atoxyl ohne Wirkung bleiben. 

Neben diesen Metallwirkungen hat Wester (1922)? und dann 
Hosokawa (1924) auch die hemmende Wirkung verschiedener Ani- 
onen und Kathionen auf die Urease studiert. 

Nach Wester wirken die Kathionen viel hemmender als die Ani- 
onen, und zwar proportional zu ihrer Konzentration aber kaum findet 
sich etwas Sachliches tiber die Borsiiurewirkung auf die Ureaseaktivi- 
tit in der Literatur vor. Betrefis der Giftigkeit des Boratputfers hat 
Suzuki (1936) in seiner Arbeit darauf hingewiesen, dass die Aspara- 
ginase der Kalbsleber stark gehemmt wurde, falls Borat statt Phos- 
phat als Puffer gebraucht wurde. In vorliegender Arbeit hat Vert. 
unter Leitung von Prof. Dr. 8S. Utzino die hemmende Wirkung des 
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Borat puffers auf die Sojaurease studiert. Als Priiparat bedient man 
sich der Borsiiure nach Sérensen und auch eines Kahlbaum-Pri- 
parats. Das Urease-Priiparat wurde aus dem Sojabohnen-Extrakt mit 
Aceton ausgefiillt und getrocknet. 

Um die hemmende Wirkung des Boratpuffers auf die Ureaseak- 


Tabelle 1. 
Einfluss der Pufferlisung auf die Sojaurease. 


Enzym: Als Enzym bediente man sich eines wisserigen Auszugs der Sojabohnen- 
pulver, die mit dem fiinffachen Volum Wasser unter zeitweisem Umriihren eine Stunde 
lang bei Raumtemperatur stehen gelassen und in der Zentrifuge abgeschleudert wurden. 

Substrat: Eine 0,1 Mol-Urealésung (Merck) kam zur Verwendung. 

Ammoniakbestimmung: Zur Ermittelung der Ureaseaktivitit wurde das Diges- 
tionsgemisch bei pH 7,0 eine Stunde lang im Bade von 37°C erhalten und das abgespal- 
tene Ammoniak unter Alkalisierung mit Sodalisung nach Folin in 0,02 n-Schwefel- 
sdure tiberdestilliert. Die Destillation brauchte 6 Stunden lang, um die ganze Menge 
gcbildeten Ammoniaks abzudestillieren. Die Saiuremenge, die zur Neutralisation des 
tiberdestillierten Ammoniaks nétig war, gibt man in cem 0,02 n-Schwefelsiiure an. 
Die totale Hydrolyse der 3 cem 0,1 Mol-Urealésung durch Urease entspricht also 30 
cem 0,02 n-H,SO, Das Versuchsgefiiss wurde mittels des Glasrohr-Gummischlauchs 
mit der die Sdure enthaltenden Vorlage luftdicht gebunden, um das Entwe'chen des Am- 
moniaks zu verhiiten. Das Zuriickfliessen der Siure in das Versuchsgefiiss aus der Vor- 
lage bei der Digestion wurde durch den am Gummischlauch gelegten Quetschhahn ver- 
hindert. 

Versuchsansatz: 10 cem Puffer von verschiedenen Komponenten (pH 7,0) + 3 
ccm 0,1 Mol-Urealésung + 2 ccm Ureaselésung (A) oder 2 cem einer aufs fiinffache mit 
Wasser verdiinnten (B) + Toluol; digeriert bei 37°C eine Stunde lang. Zur Kontrolle 
wurde das Enzym-Puffer ohne Urea unter den gleichen Bedingungen digeriert. Diese 
Kontrollwerte hat man von denjenigen des Hauptversuchs abgezogen und diese korri- 
gierten Werte des Siureverbrauchs (cem 0,02 n-H,SO,) im Hauptversuch in Tabelle 


angezeben. 


Siiureverbrauch 
A) Urease nicht | Urease 
verdiinnt Sfache mit 
Wasser verdiinnt 
com 0,02 com 0,02 
n-H,SO, n-H,SO, 


Pafferarten 


1/15 Mol-Kalium- und Natriumphosphat 20,80 23,05 
Citrat + NaOH 20,75 28,05 
KULPO, + NaOH 20,60 23,10 
(MeLIvaine) 29,10 24,80 
Acetat 29,20 7,60 

Korat-Borsiiure 11,25 


Borat-Salzsiure 6,20 
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tivitiit mit den anderen Pufferarten vergleichend zu priifen, kamen ver- 
schiedene Pufferlisungen zur Verwendung. Unter den hier gepriiften 
Pufferlisungen trat die Hemmung der Ammoniakbildung durch Soja- 
urease nur im Digestat mit Boratpuffer zutage, wiihrend in anderen 
Lisungen keine inaktivierende Wirkung festgestellt wurde (Tabelle 
1). Nur in einem Beispiel mit verdiinnter Ureaselésung zeigte der 
Acetatpuffer eine deutliche schiidigende Wirkung auf die Ureaseak- 
tivitit. Oxalsiiure, Arsensiiure und Aluminiumsulfat bleiben fast ohne 
Einfluss auf die Ureasewirkung (Tabelle 2). 


Tabelle 2. 
Einfluss des Borat enthaltenden Phosphatpuffers auf die Sojaurease, 


Versuchsansatz: Beim Versuch A bestand das Digestionsgemisch aus 8 eem M/15- 
Phosphatpuffer (pH 7,0), 2 cem 1/5 Mol-Arsensiure, Aluminiumsulfat- oder Boratlisung, 
1 ecm Ureaselésung und 3 ccm 0,1 Mol-Urealésung, indem es mit verdiinnter Salzsiure 
oder Natronlauge bei pH 7,0 eingestellt wurde. Hier wurde als Ureaselésung die mit. 
Wasser aufs 5fache verdiinnte Lésung verwendet. Die Endkonzentration der Zusatz- 
stoffe betrug also ungefihr 1/35 Mol, da einige Tropfen Siure oder Alkali fiir die Ein- 
stellung des pH Wertes bei 7,0 geniigten. 

Im Versuch B wurde die originale Ureaselésung auch aufs fiinffache mit Wasser 
verdiinnt, und je 1 cem dieser verdiinnten Ureaselésung und je 3 cem 0,1 Mol-Ureali- 
sung wurden mit 4 cem Phosphatpuffer (pH 7,0) und 2 cem 1/4 Mol Natriumcitrat-, Na- 
triumacetat- oder Oxalsiureliisung unter Toluolzusatz bei 37°C 1 Stunde lang digeriert, 
nachdem der pH-Wert des Digestats mit verdiinnter Salzsiiure oder Natronlauge bei 
pH 7,0 eingestellt wurde. Die Endkonzentration des Zusatzstoffes blieb ungefiihr in 
1/20 Mol. Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Urea. Ammoniakbestimmung nach Fo lin. 
Die korrigierten Werte des Siiureverbrauchs in Tabelle angegeben. 


Siureverbrauch 


Zusatestoffe A) 1 cem verdinnter B) 1 com verdunnter 
Ureaselésung Ureaselisung 


ecm com 
0,02 n-H,SO, 0,02 n-H,SO, 

ohne Zusatzstoffe 19,60 | 65,3 | 

Arsensiiure } 19,55 65,2 
Aluminiumsulfat | 19,60 65,3 

Borat 0,90 3,0 - 

ohne Zusatzstoffe | 21,30 71,0 

Na-Citrat 21,40 71,8 

Na-Acetat } 15,25 50,8 


Oxalsiiure 20,25 


Tabelle 3. 


Borsdureinaktivierung der Sojaurease unter Beriicksichtigung 


der verschiedenen pH- Werte. 


Versuchsansatz: Beim Versuch A wurden 10 com M/20 Borséiurelésung mit 2 com 
Ureaselésung und 3 cem M/10 Urealésung unter Toluolschicht bei 37 C eine Stunde lang 
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digeriert, nachdem das Digestionsgemisch mit verdiinnter Natronlauge oder Salzsiure 
bei einem gewissen pH-Wert eingestellt wurde. Kontrolle wie in anderen Tabellen, 
Ammoniakbestimmung nach Folin. Die korrigierte Menge des Siureverbrauchs in 
Tabelle angegeben. 

Im Versuch B wurden 0,5 cem M/20 Borsiiurelésung mit 1 cem aufs fiinffache ver- 
diinnter Ureaselisung, 3 cem M/10 Urealiésung und 9,5 cem Phosphatpuffer (pH 7,0) 
unter Toluolschicht bei 37°C eine Stunde lang digeriert, sonst ebenso wie bei Versuch 
A. 


Saureverbrauch 


pH A) 2cem originaler Ureaseliésung B) 1 ccm verdiinnter Ureaselisung 


cem 0,02 n-H,SO, $ ecm 0,02 n-H,SO, %6 


16,90 : 0,05 
16,85 0,25 
17,25 3,10 
17,85 5 7,40 
18,05 12,45 
17,90 7,15 
17,90 2,50 8,3 


Die optimale Reaktion der durch Borat gehemmten Ureasewir- 
kung liegt auch bei pH 6,0-9,0, und zwar am stiirksten bei pH 7,0 ge- 
nau wie es bei der nicht gehemmten Ureasewirkung der Fall ist (Ta- 
belle 3). Falls die Borsiiure zusammen mit Phosphatlésung verwendet 
wurde, erscheint die Hemmung in noch stiirkerem Grad (Tabelle 4). 


ry 
Tabelle 4. 
Borstiurekonzentration und ihre Hemmung auf die Sojaureasewirkung. 


Versuchsansatz: 2 cem Ureaseliésung und 3 cem 0,1 Mol-Urealésung wurden mit 
verschiedener Menge M/5-Borsiiure+M/5-KCl-NaOH-Puffer (pH 7,0) und Wasser, wie in 
Tabelle angegeben, cinmal ohne und ein andermal mit 5 cem Phosphatpuffer (pH 7,0) 
unter Toluol bei 37°C eine Stunde lang digeriert. Kontrolle wie friiher. Ammoniak- 
bestimmung nach Folin. Die Angaben in Tabelle korrigiert. 


Borsiure- 
Boratpuffer Wasser |Phosphatpuffer konzentration 
com com com bei Digestion com 
in Mol 0,02 n-H,SO, 


Siiureverbrauch 


2M/65 9,50 
2,0 3M/180 10,30 
4,0 M/65 12,00 
6,0 M/130 18,50 
7,0 M/260 25,40 
7,5 M/520 24,00 


M/45 8,70 
20 M/60 10,30 
4,0 14,85 
6,0 M/1s80 19,90 


: 3 
4 
5 
6 
5 
7 
J 
31,7 
6,0 34,3 
4,0 43,0 
20 | 61,7 
1,0 74,0 
nia 0,5 93,3 
: 
5,0 29,0 
6,0 | 84,8 
4,0 44,5 
20 66.3 
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Inaktivierung der Sojaurease durch Borsiiure 


Unter den hier gepriiften Bedingungen wurde die Urease durch die 
Borsiiurekonzentration von etwa 0,01 Mol auf die Hilfte ihrer Aktivi- 
tiit herabgesetzt (Tabelle 5). Um die Frage zu kliiren, ob nicht die 
Ureasewirkung aus dem durch Borsiiure gehemmten System wieder- 
hergestellt werden kann, wurde das gehemmte System der Dialyse in 
einem Kollodiumsack gegen Wasser unterworfen und das Verhalten 
des Dialysats und der dialysierten Restlésung im Ureasesystem unter- 
sucht. Nach der Dialyse erwies sich die dialysierte Restlisung des 
gehemmten Systems wieder als aktiv genug, um den zugesetzten Harn- 


Tabelle 5. 


Borstiurekonzentration in Phosphatpuffer und thre Hemmung 
auf die Ureasewirkung. 


Versuchsansatz: 1 cem verdiinnter Ureaselisung + 3 cem 0,1 Mol-Urealésung 4- 
10 eem K. Na. Phosphatpuffer (pH 7,0), der die Borsiiure (Merck) in verschiedener 
Konzentration (in Mol) enthilt + Toluol; digeriert bei 37°C, eine Stunde. Die korri- 
gierten Werte angegeben. 


Siiureverbrauch 


Borsiurekonzentration bei 
Digestion in Mol 


ecm 0,02 n-H,SO, 


0 | 24,55 81,8 


1/560 Mol | 15,35 51,2 
1/280 Mol | 10,70 35,7 
1/140 Mol 6,90 23,0 
1/70 Mol 4,20 14,0 
1/28 Mol 63 


stotf fast quantitativ abzuspalten, obwohl die zuerst zugesetzte Menge 
Borsiiure (5 ccm 0,05 Mol Borsiiure) die Ureaseaktivitiit nicht giinzlich 
inaktivieren konnte (Tabelle 6). Durch neuen Zusatz von Borsiiure 
erfiihrt die Restlisung wieder eine Hemmung, ebensowie durch das 
Dialysat. Das Dialysat, das selber keine Ureaseaktivitiit entfaltete, 
konnte jedoch wieder hemmend auf die Urease einwirken, wenn auch 


nur in sehr schwachem Grad. 


Tabelle 6. 


Reversibilitdt der dureh Borat gehemmten Sojaurcaseaktivitdt durch Iialyse. 


Versuch A: Ein Gemisch von 5 cem Borsiiure-Natronlauge von pH 7,0 ( Borsiure- 
konzentration = M/20), 2 cem Ureaselésung und 3 cem Phosphatpuffer (pH 7,0) wurde 
in einem Kollodiumsaeck gegen 300 com Wasser in ¢inem Becherglas wahrend 24 Stun- 
den dialysiert, und das Dialysat und die dialysierte Restiliissigkeit wurden auf di: 
Ureaseaktivitit einerseits und auf die hemmende Wirkung andererseits hin geprift. 

Versuch B: Als Ureaselésung kam hier | cem einer aufs fiinfYache mit Wasser 


diure 
len. 
iS in 
ver- 
7,0) 
such 
Ing 
‘a- 
et 
it 
in 


98 K. Dei 


verdiinnte Lésung in Betracht, und das Gemisch besteht aus 4 cem Boratpuffer yon 
pH 7,0, 5 com Phosphatpuffer (pH 7,0) und 1 ecem dieser verdiinnten Ureaselisung, 
Dialyse in einem Kollodiumsack gegen 300 cem destilliertes Wasser wihrend 24 Stun- 
den. Jedes Dialysat hat man unter dem verminderten Druck auf ca. 5 ccm eingeengt 
und in Versuchen verwendet. Das Versuchsgemisch wurde mit 3 ccm 0,1 Mol Urealj- 
sung unter Toluol bei 37°C eine Stunde lang digeriert und das abgebildete Ammoniak 
nach Folin bestimmt. 


Saureverbrauch 


A) 2eem B) leem 
originaler | verdiinnter 
Versuchsansatz Ureaselisung Ureaselisung 


ecm 0,02 | cem 0,02 
n-H,SO, |n-H,SO, 


3 cem 0,1 Mol Urealésung + 
Restlésung + Dialysat 
3 cem 0,1 Mol Urealésung + 
Restlisung + 5 cem Borat (pH 7,0) 
3 ecm 0,1 Mol Urealésung + | 
Restlésung + 5 eem Wasser 
3 ecm 0,1 Mol Urealésung + 
Restlésung + 5 cem Phosphat (pH 7,9) 
3 cem 0,1 Mol Urealiésung + 
Dialysat + 5 ecm Phosphat (pH 7,0) 
3 cem 0,1 Mol Urealésung + 
Dialysat + Urease + 5 ecm Phosphat (pH 7,0) 
3 cem 0,1 Mol Urealésung + 
Urease + 5 ecm Phosphat (pH 7,0) 
3 cem 0,1 Mol Urealésung + | 
Urease + 5 cem Phosphat (pH 7,0) + 5 eem 17,65 58,8 5,10 17,0 
Borat (pH 7,0) 


Tabelle 7. 
Einfluss der Dialyse auf die Sojaureaseaktivitdt. 


Ein Gemisch von 1 cem einer aufs fiinffache mit Wasser verdiinnten Ureaselisung, 
9 ecm Phosphatpuffer (pH 7,0) oder 9 cem Wasser wurde im Kollodiumsack gegen 300 
ecm destilliertes Wasser in einem Becherglas 24 Stunden lang dialysiert und dann ka- 
men das Dialysat und die Restlisung in Versuchen zur Verwendung. 


Saiureverbrauch 


mit 
dialysiert 
ceom0,02 5, 


n-H,SO, (n-H,SO, 


| 
3 cem 0,1 Mol Urealésung + Restlésung + 
Dialysat 1,60 5,3 1,70 5,7 
3 ccm 0,1 Mol Urealésung + Restlisung | 3,65 | 12,2 5,90 19,7 
3 cem 0,1 Mol Urealésung + Dialysat | 0,25 | 0,8 0,40 1,3 

3 cem 0,1 Mol Urealésung + 1 Urease + 
6 eem Phosphatpuffer (pH 4,0) 29,85 97,8 

3 cem 0,1 Mol Urealésung + 1 cem Urease + 
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Inaktivierung der Sojaurease durch Borsiure 


In einem anderen Versuche mit dem System, dem nur eine kleine 
Menge Urease zur Verfiigung stand, zeigte die dialysierte Restlisung 
eine viel schwiichere Aktivitit der Urease, als die originale Ureaseli- 
sung vor der Dialyse und sie wurde durch neuen Zusatz von Borsiiure 
oder auch von Dialysat wieder stark gehemmt. Das Dialysat hemmt 
auch die nicht behandelte Ureaselisung. 

In diesen Versuchen wurde aber irgendeine Inaktivierung der 
Urease bei der Dialyse gar nicht beriicksichtigt und das Resultat lehrt, 
dass die Ureaseaktivitiit nach der Dialyse abnahm, unabhiingig vom 
Phosphatzusatz, wiihrend im Dialysat keine Ureasewirkung nachge- 
wiesen wurde. Aus diesen Beobachtungen muss man wohl die schwa- 
che Aktivitiit der dialysierten Restlisung der verdiinnten Ureaselisung 
einerseits daraus erkliiren, dass die Ureaseaktivitiit auch bei der Dialy- 
se zum Teil eingebiisst wurde. 


Zusammenfassung. 


(1) In der vorliegenden Arbeit wurde iiber die Hemmung der 
Sojaureasewirkung durch Borat-Puffer berichtet. Unter den verschie- 
denen Pufferlésungen, wie Phosphat, Citrat, Acetat, Oxalat neben Ar- 
senat und Aluminiumsulfat wirkte nur die Boratliésung stark hemmend 
auf die Sojaureasewirkung. 

(2) Die optimale Reaktion der gehemmten Ureasewirkung liegt 
bei pH 6,0-9,0 und am giinstigsten bei pH 7,0. Die Hemmung hingt 
von der Borsiiurekonzentration ab und trat schon in 1/600 Mol-Kon- 
zentration zutage. Beim Zusammenwirken mit Phosphatpuffer wurde 
die Inaktivierung verstiirkt. 

(3) Durch Dialyse biisste die Sojaurease zum Teil ein, wiihrend 
die durch Borat gehemmte Wirkung ziemlich gut nach der Dialyse in- 
sofern wiederhergestellt werden kann, als die dialysierte Restlisung 
den Harnstoff fast quantitativ abspaltet, wie die originale Ureaseak- 
tivitiit, die durch die gebrauchte Boratmenge ungefiihr auf die Hiilfte 
derselben herabgesetzt wurde. Im Dialysat befindet sich auch die hem- 
mende Wirkung auf die Urease. 
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